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Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
VIII. Mitteilung.') 


Refraktometrische Studien tiber Aktivitat von verschiedenen 
Pepsinpraparaten. 


Von 
J. A. Smorodinzew, A. N. Adowa und S. 8. Drosdow. 


‘Aus dem Laboratorium ftir biologische Chemie der 2. Moskauer Staatsuniversitat. 


(Der Redaktion zugegangen am 205, Dez. 19530.) 


Wir bestimmten die Aktivitit einer Reihe von Pepsin- 
praparaten gegeniiber verschiedenen Proteinen (Casein?), Kdestin, 
Kieralbumin, Myosin, Gelatine*)) an dem Substratschwund und 
auch an der Zunahme von Carboxylgruppen bei den Verdauungs- 
produkten‘) von Gelatine und Casein. In allen Fillen bestiitigte 
sich die Auffassung, daB der Wirksamkeit nach die Fermente sich 
in 3 Gruppen teilen — starke, mittelstarke und schwache, abhiingig 
vom Verhiltnis a/e oder NH,/COOH. 

In der vorliegenden Untersuchung haben wir noch einmal 
die Bestimmung der Aktivitit einiger Fermente gegeniiber Fibrin 
in Angriff genommen, und dabei die refraktometrische Methode 
angewandt. Das Verfahren griindet sich auf die Feststellung der 
Veriinderungen der Refraktion des Verdauungsgemisches, welche 
unter Anhiufung von Verdauungsprodukten zustande kommen 
kénnen, Man kann a priori annehmen, dab mit der VergréBerunz 
der Zahl der niedrigmolekularen Bruchstiicke, welche das Ferment 
vom unléslichen Kiwei8 abspaltet, die Refraktion des Gemisches 
steigen muf. Diese experimentell nachweisbare Refraktions- 
steigerung kann uns die Vorstellung iiber die Intensitiit der 
KiweiBverdauung durch verschiedene Pepsinpraparate, d. h. iiber 


1) Mitt. VIL Pjatnitzkij, Diese Z. 194, 43 (1931). 
2) Smorodinzew u. Adowa, Diese Z. 177, 187 (1928). 
3) Diese Z. 182, 1 (1929). 
*) Diese Z. 183, 133 (1929). 
Hoppe-Sey!er’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCV. 8 
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ihre Aktivitiit geben. Bei refraktometrischen Studien muB das 
p,, der Lisung beriicksichtigt werden, um die Fehler auszuschlieBen, 
welche auf der Ungleichartigkeit der Versuchsbedingungen beruhen, 


I, Vorlaufige Untersuchungen. 


a) Die Darstellung des Fibrins. 

Sorgfiiltig gewaschenes Fibrin wird nach starkem Abpressen zweimal 
durch einen Fleischwolf getrieben, 15 Minuten lang gekocht und dadurch 
denaturiert, dann wieder abgepreBt, mit Alkohol und Ather bearbeitet und 
in einem Vakuumexsiceator tiber CaCl, getrocknet. Das voéllig trockne Pulver 
aufs neue zerkleinert und mit Hilfe eines Seidensiebes von den groben 
Teilchen befreit. Zu unseren Versuchen benutzten wir das feine Pulver. 


Tabelle I. 


Die Veriinderung der Refraktion des Wassers und der Salzsiure 
nach Digerieren mit Fibrin. 











Reines destil- | Dasselbe Wasser mit Fibrin HCl nach Digerieren 
Ll astos Wasser ————$__—_-———— HCl d. Fibr.im Thermost. 
pesarevorei Nach | Nach — | (Aciditiit 30) bei 38° 
bei 100 20 Minuten | 80 Minuten wihrend 30 Minuten 
1,33269 1,332705 — 1,33299 1,33299 
1,332705 — 1,332715 1,3330 1,333005 





Aus der Tabelle ergibt sich, da® nach oben angegebener Weise dar- 
gestelltes Fibrin nur unbedeutende Beimengungen enthilt, die die Re- 
fraktion des Wassers und der Salzsiiure (Aciditiit 30) sich beim Digerieren 


kaum dndern. 


b) Die Abhingigkeit der Refraktion der Lisung von der 
Aktivitit der Pepsinpriparate. 

Lést man Pepsinpriiparate in Salzsiiure bestimmter und gleichbleibender 
Konzentration (Aciditiét 30), so zeigt das p,;, der Lésung Schwankungen 
zwischen 1,44—2,289; je aktiver das Priiparat ist, desto héher steigt das py. 

Die Refraktion der Lésung folgt auch, jedoch nicht so ausdriicklich, 
dieser Regel: Bei gleichbleibender Konzentration der auflésenden Siure ist 
der Brechungsindex » der Lésungen von starken Priparaten etwas héher 
als der der Lésungen von schwachen. 


Tabelle II. 








I. Gruppe Il. Gruppe III. Gruppe 
Starke Priparate Mittelstarke Priparate Schwache Priiparate 
Nr. des - Nr. des | “ Nr. des r 

Ferments Ferments | Ferments , 
2 1,33464 12 1,33435 6 1,33434 
16 1,33455 1 1,33444 9 | 1,33425 
10 1,83437 3 1,83434 22 — =1,83434 
2] 1,33437 








samen oD 


RA a ate 
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c) Die Abhingigkeit der Refraktion von der Konzentration 
der Siiure. 

Lést man Pepsin in Salzsiure von steigender Konzentration, so steigt 
mit der prozentualen Zunahme der Salzsiiure auch die Refraktion der Lisung. 
Diese Steigerung ist bedeutend stiirker als diejenige, welche bei steigender 
Aktivitit der Priparate zustande kommt. 


Tabelle IIL. 


Die Refraktion 1°/,iger Pepsinlésungen in Salzsiiure von verschiedener 








Konzentration. 
Nr. des Konzentration der Salzsiiure in Prozenten 
ierments 0,11 0,161 0,192 | 0,284 . 0,653 
2 wane — 1,33491, 1,33599 
6 1,33432  1,33461, 1,33466, 1,33488, 
7 one 1,33467, 1,33476, 1,33491 - 
8 1,33459 1,33462 1,33491. — 
21 — 1,33464 1,33467. 1,33492 _ 


d) Die Verinderung der Refraktion der Pepsinlésungen nach 
langem Stehen. 


Um aus der Refraktionsiinderung der Lésung richtig die Wirkungskraft 
des Pepsinpraparates beurteilen zu kénnen, mu erst festgestellt werden, ob 
nicht schon vor EiweiBbzusatz eine Anderung stattfindet. 


Tabelle IV. 


Die Veriinderung der Refraktion der salzsauren Pepsinlésungen nach Stehen. 








Brechungsindex 
Nr. des sogleich nach nach 24 Stunden | nach 72 Stunden 
Ferments der Auflésung langem Stehen langem Stehen 
bei Zimmertemperatur 
I. Gruppe. Starke Priiparate. 
2 1,33494 1,33496 1,33494, 
21 1,33492 1,33493 1,33491 
IJ. Gruppe. Mittelstarke Priiparate. 
12 1,33439 1,33440, on 
7 1,33491 1,33492 1,33493 
8 1,33491, 1,33493, 1,33493 
III. Gruppe. Schwache Priiparate. 
6 1,33488, 1,33486 1,33487 
9 1,33420 1,33433 iin 
22 1,33435 | 1,33434 si 
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Tabelle V. 


Die Veriinderung der Refraktion der salzsauren Pepsinlésungen nach Stehen 
im Brutschrank bei 38°. 


(py, von 1,26 bis 1,50.) 





nach 80 Min. 
langem Stehen 


Nr. des [| sogleich nach 
Ferments |] der Auflisung 
— = — = ‘ 
i. Gruppe. Starke Priparate. 
2 | 1,33494 | 1,83494 |  1,38503 | — 1,83492 
II. Gruppe. Mittelstarke Priiparate. 
1,33448 1,33447 | 1,3344¢, 1,33445 
1.334615 , (ie 33461. 


langem Stehen 


nach 3 Stunden j nach 24 Stunden 
langem Stehen 








Tabelle VI. 


Die Veriinderung der Refraktion der fliissigen Pepsinpriiparate nach Stehen 
im Brutschrank bei 38°. 




















Nr. de oe , . 
eae vor Erhitzung nach 80 Minuten | nach 24 Stunden 
Priiparates 
19 1,409515 1,40951 1,40989, 
17 1,390015 1,39001 1,89061, 
Dasselbe mit Salzsiiure (Aciditit 30) 10 fach verdiinnt. 
19 1,34094. _ 1,34096 
17 1,33844. _ 1,33856. 





In den Tab. IV und V sind die Ergebnisse solcher Versuche wieder- 
gegeben. Aus den Tabellen folgt, daB die Refraktion 1°/,iger Loésungen 
der von uns untersuchten Pepsinpriiparaten nach 24 Stunden langem Stehen 
wie bei Zimmertemperatur, so auch im Brutschrank bei 38° unveriindert 
bleibt. Tine Ausnahme macht Priiparat Nr. 9, bei welchem man einen 
Anstieg des m wahrnehmen kann, was sich wahrscheinlich durch Ver- 
unreinigung des Priparates mit Eiwei8 oder anderen Beimengungen erkliren 
liBt. Diese von uns soeben geiiuBerte Vermutung wird noch dadurch be- 
stiitigt, daB die Refraktion der fliissigen Priiparate Nr. 17 und 19, welche 
keinen Operationen zur Entfernung der Beimengungen unterworfen wurden, 
eine Steigerung nach Stehen zeigt (Tab. VI). 


e) Die Beeinflussung der Refraktion der Pepsinlésungen 
durch Sieden. 


Das Sieden steigert betriichtlich die Refraktion der Pepsinlésungen. 
Dieses gilt fiir fliissige und fiir trockene Priparate. Ob dabei eine Auf- 
spaltung der Pepsinmicellen oder eine Abspaltung von mineralischen Be- 
standteilen zustande kommt, ist schwer zu entscheiden. 

So z. B. steigt das m des Priiparates Nr. 3 nach Sieden von 1,334675 
bis 1,334980, d.h. um 0,000305. 
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SchluBfolgerung. 


Also gelangen wir auf Grund einer Reihe von vorliufigen 
Versuchen zu folgendem: 

1. Fibrin, das auf die beschriebene Weise dargestellt wird, 
eignet sich vollkommen zum Studium der Verdauungsfihigkeit von 
Pepsinpriparaten, weil es keine Beimengungen enthilt, die dic 
Refraktion beeinflussen kénnen. 

2. Die Refraktion 1°/,iger Pepsinlésung indert sich nicht 
nach Stehen bei Zimmertemperatur oder im Brutschrank bei 38° 
‘mit Ausnahme Nr. 9). 

3. Das n der fliissigen Priparate iindert sich nach Stehen 
im hermostaten. 

4, Sieden steigert bedeutend den Brechungsindex der fliissigen 
Priiparate. 

5. Die Refraktion der Pepsinpriparate hingt von der Kon- 
zentration der Salzsiure in héherem Grade ab als von der Ak- 
tivitit der Priparate. 

6. Die Aktivitit des Ferments iibt einen kleinen KinfluB aut 
die Refraktion seiner salzsauren Liésung aus; die starken Pri- 
parate zeigen héhere Werte fiir 7. 


II. Die Priifung der Aktivitat von verschiedenen Pepsinpraparaten 
mittels der refraktometrischen Methode. 


Ausfithrung. 0,25 g Ferment wurden in 25 ccm HCl ent- 
sprechender Konzentration gelist. Nach Feststellung des p,, wird 
eine geringe Portion der Lésung filtriert, der Brechungsindex des 
Hiltrats mit Hilfe des Abbe’schen Refraktometers bei einer 
‘Temperatur von 18°C bestimmt. 10 ccm nichtfitrierter Lisung 
wurde in eine Biichse zu 0,3 g trockenem, denaturiertem Fibrin 
gebracht. 10 ccm derselben Lésung wurden in eine Biichse ohne 
Hibrin zur Kontrollbestimmung gebracht. 

Nach 24 oder 72 Stunden langem Stehen bei Zimmertempe- 
ratur wurden p,, und die Refraktion der Lésungen bestimmt. 
Die Refraktion des Verdauungsgemisches und der Kontrollprobe 
wird nach Filtration der Lésungen bestimmt. 

Die Differenz zwischen Refraktion des Verdauungsgemisches 
und der Kontrollprobe (oder der urspriinglichen Refraktion des 
Herments, denn diese muB8B mit der der Kontrollprobe iiberein- 
stimmen) dient als Kriterium der proteoklastischen Kraft des 
Herments. 
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Um mit gréBerer Gewibheit verschiedene Priparate mit- 
einander vergleichen zu kénnen, stellten wir gleichzeitig den oben 
beschriebenen Versuch mit mehreren Priiparaten an. 

Diese Zunahme des mu entspricht einer Anhiiufung von Ver- 
dauungsprodukten in der Lésung, welche unter Fermenteinwir- 
kung stattfindet. Wir haben uns iiberzeugt, daB das Ferment 
eine maximale proteoklastische Kraft entwickelt, wenn sich die 
H-Konzentration der Lésung dem Optimum der Pepsinwirkung 
nihert, was bei verschiedenen Priparaten bel verschiedenem Salz- 
siuregehalt erreicht wird, da die Pufferungskapazitiit verschie- 
dener Priiparate ungleich ist. 

T'ypische Beispiele aus zahlreichen Versuchen sind in der 
‘l'abelle VII angefihrt. 


Tabelle VII. 


Verdauung im Laufe von 24Stunden bei Zimmertemperatur. 

















5 3 Vor Verdauung | : Nach Verdauung Aktivitiit 
ow ¢ ! Kontroll- 
- “ nach 
Ze Pu n elie Pit M7 Gross 
— 
I. Gruppe: Starke Priiparate. 

2 11,46,| 1,33501 1,33500, 2,42. 1,33835 1230 
21 | 1,50 1,33482 1,33480. 2 26. 1,33685, 320 
II. Gruppe: Mittelstarke Priparate. 

12 | 1,50, | 1,83481, 1,33432 2,427 1,33521 160 
7 11,45, | 1,38467, 1,33467 2.31, 1,33678 80 
1 | 1,43, | 1,83446 1,33446, 2,69, 1,335125 80 
3 11,46, 1,33444 1,33445 2.49 1,33584, 80 
s | 1,45  1,38470, 1,33472, 2,31 1,33731 80 
Ill. Gruppe: Schwache Priiparate. 

6 11,41, 1,33461, 1,33460, 2,33, 1,33586 80 
9 1,33423 1,3343 2,42, 1,33479, 40 
22 1,334345 1,33426 2.97, 1,33478 40 


Die T'abelle VII zeigt die Veriinderung der Refraktion bei 
F ibrinverdauung durch 3 Fermentgruppen bei gleichbleibendem p,, 
des Gemisches. 

Das wirksamste Priiparat Nr. 2 verdaut das Fibrin starker 
als die anderen, und die schwiichsten Priiparate Nr. 9 und Nr. 22 





eer eenennncnnssemen. 
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verdauen eine kleinere Menge Fibrin. Eine anscheinende Aus- 
nahme zeigt das Priparat Nr. 21, welches im Vergleich mit de 
Praparaten Nr. 7 und Nr. 8 weniger Fibrin spaltet, wiihrend es 
andere Kiweibstofte besser verdaut. 

Ks ist méglich, daB die Ursache davon darin besteht, dat 
die zugefigte HCl-Menge nicht geniigend ist, da das Priiparat 
Nr. 21 eime gréBere Menge NH,-Stickstoff als andere Priiparate 
enthilt, und zwar 7,87 gegen 2,61 fiir Priiparat Nr. 8 und gegen 
1,50 tir Priiparat Nr. 7. 

Wir haben auch eine Reihe von Versuchen mit gréerer 
HCl-Konzentration (0,23°/,) angestellt (Tab. VIII), dadurch wurde 
aber die Fibrinverdauung durch das Priparat Nr. 21 nicht be- 
ginstigt. 

Zur Aufkliirung dieser Erscheinung mu8 noch eine Reihe 
von Versuchen unter Beriicksichtigung der Pufferungskapazitiit 
und Versuchsdauer angestellt werden. 


Tabelle VIII. 


Verdauung im Laufe von 24 Stunden bei Zimmertemperatur. 
Konzentration der Salzsiiure = 0,23°/). 





Nummer Die Lésung Filtrat des Gemisches 








des vor dem Versuch moutrone nach Verdauung 
Ferments Di ~ _ Pi n 
I. Gruppe. 
2 | 1,46, 1,33494 1,33496 | 2,75 1,33847, 
21 1,32 1,33492 1,33493 2.35 1,33760, 
II. Gruppe. 
7 | 1,13, 1,33491 1,33492 | 1,91 1.33776 
8 1,26 1,33493 1,33493, 1,98, 1,33780 
III. Gruppe. 
6 | 1,31, 1,33488, | 1,33486 | 1,84, | 1,33703 


Was die fliissigen Priparate anbetrifit, so erwies sich, dal 
die erhaltenen Werte der proteoklastischen Kraft vollkommen 
iibereinstimmen mit den Werten, welche wir bei Anwendung 
anderer Bestimmungsmethoden erhalten haben. Das wirksamste 
Praparat Nr. 19 zeigt eine groBe Verschiebung des x; das x beim 
unwirksamen Priiparat Nr. 17 zeigt keine nennenswerte Ver- 
schiebung. 
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Tabelle IX. 
Verdauung von 0,1 g Fibrin durch fliissige Priiparate 
im Laufe von 24 Stunden bei 38°. 
Nummer NH n m Zunahme 
des COOH vor onteotle nach Aktivitit 
‘erments Verdauung ontrom’ | 24Stunden 
17 6,82 1390015 1,39061 0,00001 202 
19 0,88 1,409515, | 1,409885 0,00068 1280 
J 
SchluBfolgerungen. | 
Die exakte und empfindsame refraktometrische Methode be- 
stiitigt die Angaben iiber die Verteilung der Fermente nach der 
Wirkungskraft gegen Fibrin, welche wir festgestellt haben bei 
Anwendung von verschiedenen anderen DGestimmungsmethoden 


gegen andere EiweiBstotte. 
| 


























Spaltung von synthetisch dargestelltem Isoleucin 
in seine vier optisch-aktiven Komponenten, ndmlich 1-(+) und 
d-(—)Isoleucin, sowie d-(—) und 1-(+)Alloisoleucin.’) 
Von 
Emil Abderhalden und Walther Zeisset. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Gemeinschaft zur Férderung und 
Erhaltung der Forschung.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. .) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Januar 19°51.) 


AnlaB zu der vorliegenden Untersuchung war der Wunsch, 
zu Studien tiber die Wirkung von Polypeptidasen Polypeptide als 
Modelle zu erhalten, an deren Aufbau einerseits Verbindungen 
heteiligt sind, die in der Natur vorkommen und andererseits solche, 
die keine EKiweiBbausteine darstellen, jedoch den ersteren még- 
lichst nahe stehen. Ein ganz besonders giinstiges Objekt bietet 
in dieser Hinsicht das Isoleucin. Den zwei in ihm vorhandenen 
asymmetrischen Kohlenstoffatomen entsprechen vier optisch-aktive 
ormen, Es war von Interesse zu priifen, wie sich diese als 
Bausteine von Polypeptiden Fermenten gegeniiber auswirken. 
An dieser Stelle soll iiber die Darstellung der vier in der 
Uberschrift erwiihnten optisch-aktiven Formen des Isoleucins be- 
richtet werden. In der Literatur ist nimlich iiber die bei der 
Synthese von Isoleucin entstehenden Alloisoleucine so gut wie nichts 
mitgeteilt. R. Locquin?) erhielt bei der Spaltung von Formyl- 

1) In Ubereinstimmung mit den von Freudenberg, Karrer u. a. 
gsemachten Vorschligen bezeichnen wir das in der Natur vorkommende rechts- 
drehende Isoleucin als i-(+)Isoleucin. Fiir die ebenfalls in wiiBriger Lisung 
nach rechtsdrehende, bisher als l’-Alloisoleucin bezeichnete optische Isomere 
schlagen wir die Bezeichnung 1-(+)Alloisoleucin vor und zwar deshalb, weil 
1-(+)Isoleucin und diese Verbindung die gleiche Konfiguration am a-Kohlen- 
stoffatom besitzen. Die Benennung der zu den beiden genannten Verbindungen 
zugehérigen optischen Antipoden ergibt sich dann yon selbst. 

*) Bull. Soe. chim. [4.] 1, 565 (1907). 
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d,l-isoleucin mit Hilfe von Brucin wohl d- und 1}-Isoleucin, jedoch 
fehlt iiber die beiden anderen Komponenten jede Angabe. Auch 
bei der von Emil Abderhalden, P. Hirsch und F. Schuler?) 
ausgefiihrten Synthese wurden seinerzeit wohl Anhaltspunkte fir 
das Vorhandensein der Alloform festgestellt, da jedoch das Ziel 
jener Arbeit war, d,l- und insbesondere |-(+)Isoleucin zu ge- 
winnen, kam es nicht zur Isolierung des Alloisoleucins, Nur 
I’, Ehrlich*) berichtet ganz kurz iiber durch Racemisierung von 
!-(+-)Isoleucin und nachtriigliche Vergiirung erhaltenes d-(—)Allo- 
isoleucin. 

Wir benutzten zur Darstellung von Isoleucin die bekannte 
Malonestermethode. Die Ausbeute an «-Brom-f-methyl-f-ithyl- 
propionsiure lieB sich, da die Bromierung der sekundiren Butyl- 
malonsiure nicht quantitativ verlief, dadurch erhdhen, dab der 
hei der fraktionierten Destillation der genannten Siure iibergehende 
Vorlauf, in dem sich neben bromierter Saiure auch der der Bromierung 
entgangene Anteil befand, nochmals der Bromierung unterworfen 
wurde. Die Gesamtausbeute an e-brom-f-methy]-f-ithyl-propion- 
siiure wurde in der 10—12fachen Menge einer gesittigten waBrigen 
Ammoniaklésung aufgenommen. Die Lisung bheb 4—5 Tage 
hei 37° stehen. In dieser Zeit war die Bromabspaltung praktisch 
vollendet. Die ammoniakalische Lésung wurde dann unter ver- 
mindertem Druck so weit eingeengt, bis Krystallisation eintrat. 
Sie wurde durch Vermischen der eingeengten Lésung mit der 5 bis 
Gfachen Menge Alkohol vervollstindigt. Zur Reinigung wurde 
das abgeschiedene Isoleucin in kochend heiBem Wasser geldst 
und aus der Lésung durch Vermischen mit etwa dem 5fachen 
Volumen Alkohol wieder in Krystallform abgeschieden. Die Aus- 
heute an Isoleucin betrug etwa 35—45°/, der theoretisch zu er- 
wartenden Menge. Der Versuch, weiteres Isoleucin aus der Mutter- 
lauge durch Kinengen und Versetzen mit Alkohol zu gewinnen, 
schlug fehl. Wir wandten deshalb die Estermethode an. Der in 
Freiheit gesetzte Ester ging bei einer 7—8° niedrigeren Tem- 
peratur iiber, als in der Literatur fiir den d,l-Isoleucinathylester 
angegeben ist. Die Verseifung des Esters erfolgte durch Kochen 
mit der 10fachen Menge Wasser. Die beiden Anteile an Iso- 
Jeucin — es sei das direkt gewonnene Isoleucin mit A und das 
aus dem Ester gewonnene mit B bezeichnet — wurden getrennt 


') Ber. chem. Ges, 42, 3394 (1910). 
*) Ber. chem. Ges. 40, 2538 (1907). 
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formyliert. Formyl-d,l-isoleucin A schmolz, wie in der Literatur 
angegeben, bei 120—121°, waihrend das Formylderivat von Iso- 
leucin B einen um 8°. niedrigeren Schmelzpunkt aufwies. Der 
Mischschmelzpunkt beider Verbindungen ergab eine geringe De- 
pression. Die Spaltung in die optisch-aktiven Komponenten war 
die iibliche (Brucin, Verseifung der optisch-aktiven Formylver- 
bindungen). Von den aus d,l-Isoleucin A und B erhaltenen vier 
optisch-aktiven Verbindungen bestimmten wir die Kigenschaiten: 
ferner stellten wir Derivate (Benzolsulfo-, Phenylisocyanat- und 
a-Naphthylisocyanat-Verbindungen) dar. Es zeigte sich, dab es 
uns gelungen war, die vier theoretisch zu erwartenden optischi- 
aktiven Formen des synthetischen Isoleucins zu isolieren. Vel. 
hierzu die in der folgenden Tabelle iibersichtlich zusammen- 
gestellten Kigenschaften der einzelnen Verbindungen.!) Zum Ver- 
gleich sind die in der Literatur schon vorliegenden Angaben mit 
aufgefiihrt. 

Der Umstand, daB die jetzt durchgefiihrte Trennung der vie: 
optisch-aktiven Formen, die in synthetisch dargestelltem Isoleucin 


1) Beziiglich der verschiedenen Léslichkeit der optisch-aktiven Formen 
des Isoleucins und Alloisoleucins in Alkohol sei auf die folgende Fest- 
stellung hingewiesen. 





Loéslichkeit in 


100 ecm 100 cem 
absol. Alkohol s0Vol.-°/,ig. Alkoho! 


fiir krystallisiertes 1-(+-)fsoleucin 
bei 78° baw. SO®° zu. . |. . . 0,10 ¢(10: 10000) 1,00 g (100: 10000) 


fiir krystallisiertes 1-(+) Isoleucin 
bei 20° zu. . . . . . . . . 40,07 g(7: 10000) 0,40 g (40: 10000) 


fiir krystallisiertes 1-(+-) Alloisoleucin 
bei 75° bzw. 80° zu . . . . . | 0,15 g(15:10000); 1,70 ¢ (170: 10000) 


fiir krystallisiertes 1-(+) Alloisoleucin 
bei 20° zu. . . . «. . . . . 0,10 g (10:10000), 0,70 g (70 : 10000) 


Zur Bestimmung der Léslichkeit der genannten Verbindungen kochten 
wir abgewogene Mengen der fein gepulverten Substanzen 1 Stunde lang 
mit 100 cem Alkohol am Riickflubkiihler. Es wurde dann heib filtriert und 
der ungeldste Riickstand nach erfolgtem Trocknen gewogen. Hierauf lieBen 
wir die heiBe Lésung sich auf Zimmertemperatur (20°) abkiihlen und iso- 
lierten hierauf die gebildeten Krystalle. Das Filtrat verdampften wir zur 
Trockne und bestimmten den Riickstand. Bemerkt sei noch, dab zum Um 
krystallisieren von optisch-aktivem Alloisoleucin sich sehr gut 80°/,iger 
Alkohol verwenden 1iiBt. 
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Kigenschaften der vier optisch-aktiven Formen des synthetisch 


Formyl-d,l-isoleucin. . F 
Formy]-d,1-alloisoleucin 


120—21° 
F 117—18° 


d,]-Alloisoleucinithylester. 


Mischschmelzpunkt. 
erw. 113—14°. 
Siedep.,, 85—88° 


F'116—19°, 





l-(4+)Isoleuein........ 
|-(+-)Alloisoleucin ..... 
d-(—)Isoleucin ...... ‘ 


d-( —) Alloisoleucin 


Formyl-l-(+)isoleucin . 
Formyl-l-(+)alloisoleucin . 
l’ormyl-d-(—)isoleucin . . . 


l’ormyl-d-(—)alloisoleucin 


}enzolsulfo -1-(+)isoleucin 
Denzolsulfo -1-(+) alloiso- 
leucin 
Lenzolsulfo-d-(—) isoleucin 
}senzolsulfo-d-(—)alloiso- 
leucin 


i oe. 2 *S O'-6: 6. 8. Oo ee 


(+) Isoleucin-phenyliso- 
Py. «: mat. ..... 
+-) Alloisoleucin- phe nyl- 
isocyanat 
d-( —)Isoleucin-phenyliso- 
ee 
d-(—) Alloisoleucin-phenyl- 
isocyanuat 


oe 2 SS. we S18 


|-( +) Isoleucin-«-naphthy}- 
isocyanat 
|.( +) Alloisoleucin-c-naph- 
thylisocyanat....... 
d-(—)Isoleuein-a-naphthy1- 
isocyanat 
d-(—) Alloisoleucin-«-naph- 
thylisocvanat....... 





Schmelz- 
punkt F 
un- 
korrigiert 


0 


ye 56 
(Zers.) *) 
278 
(Zers.) ') 
283—84 
(Zers.) *) 
274—75 
(Zers.) 3) 


155 





126 


178—79 
165—66 
177—78 


168 





Mischschmelz- 
punkt 


ae 108 
*140—41 


erw. 135 
sint. 143 
F 145—47 
erw. 133 
iG sint. 143 
F 144—47 


Fr 198—34 


sint. 118 
F 128—34 


F 167 
unscharf 


F’ 164—65 
unscharft 





nein indi [aj in 





H,O pugs 
0 0 
+10,7 | +40,8 
+14,0; +38,1 
—10,7 | —41,6 
—14,2 | —38,0 


n 3- NaOH! 


| absol. 
| n-NaOH ‘Alkohol 
0 0 


~ +26,6 

- 4-24,2 

_ — 26,8 
ane — 25,2 
—14,4 25,8 
(— 2,5)%)| -+80,% 
+143 —25, 
(— 8,1)| —90,7 
+149  +37,5 
+16,9 | +80,8 
—15,0 | —36,3 
~16,8 | —30,6 
. +30,1 

; +25,1 

_ —29,5 

_ — 25,5 
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dargestellten Isoleucins und von deren Derivaten. 
Nidelehen, Literaturangabe: F 121—22". 
fettglinzende Blittchen. o fehlt. 
Literaturangabe fiir d,l-Isoleuciniithylester: Siedep.,, 90—92°. 
Literaturangaben 
Krystallformen und spezifische Drehung [a]-” in 
, Schmelz. |—___ | 6 lip 
Geschmack punkt FF H O 20 °/,1ge n/3-NaOl absol. 
. HC) bzw. n-NaOQH = Alkohol 
0 ' 0 0 0 0 


fettgl. Blittchen, fade, 
bitter 

sehr kleine fettgl. Blitt- 

chen, bitter 

fettgl. Blittchen, fade, 
siB 

ehrkleine, fettgl. Blitt- 

chen, siiBl., dann bitter 


derbe Nadeln, bzw. Pris- 
men, sduerlich bitter 
derbe, kleine Nadeln, 
sauer 
derbe, kleine Nad. bzw. 
Prismen, sauer adstring. 
derbe, kleine Nadeln, 
siiB-sauer 


Nadeln 


silbergl. Bliittehen 
diinne Nadeln 
silbergl. Bliittchen 


diinne Nadeln 


derbe Nadeln 
kleine Nadeln 
derbe Nadeln 
kleine Nadeln 





2801) | 49,6—11,4 


280— caer 
280—81') 
156—57 
156—57 
149—50 
119—20 
F 178 


*) Ablesung unscharf. 


. 


| 
| 
| 
| 
| 
| 





Angaben — fehlen 
—10,6 ~109 | 
12,9— — 34,4—37,0 | 
Angaben | fehlen 
Angaben | fehlen 
| 
Angaben | fehlen | 
Angaben | fehlen 
Angaben | fehlen 
aa | | 
Angaben | fehlen | 
Angaben | fehlen 
Angaben | fehlen 
| 
Angaben | fehlen 
| 
Angaben | fehlen 
Angaben | fehlen 


+ $4,5—40,6 


+11,1 


| —11,6—12,0 


+14,9 


6 "9 QO” #7 
+ 24,3—27,7 


- 24,3—27,8 
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enthalten sind, friiher nicht gegliickt ist, ist offenbar darin be- 
griindet, daB die Brucinsalze von 1-(+)Isoleucin!) und 1-(+)Allo- 
isoleucin in absolutem Alkohol praktisch unléslich sind, wihrend 
diejenigen von d-(—)Isoleucin und d-(—)Alloisoleucin darin auBer- 
ordentlich leicht léslich sind. Da das Drehungsvermégen von 
l-(+)Isoleucin und 1-(+)Alloisoleucin nur geringe Unterschiede 
aufweist — das gleiche gilt auch fiir d-(—)Isoleucin und d-(—)- 
Alloisoleucin —, so konnte eine nicht allzu groBe Beimengung 
der Alloform zur Isoform leicht iibersehen werden. 


Experimenteller Teil. 

Die Formylierung erfolgte nach der bekannten, von E. Fischer an- 
gegebenen Methode. Bei der Spaltung der Formylverbindungen hielten wir 
uns an die von Rk, Loequin (a. a. O.) angegebene Vorschrift. Beim Ab- 
kiihlen krystallisierte zuerst das Brucinsalz des nach rechts drehenden 
ormyl-l-alloisoleucins aus, In der Mutterlauge verblieb das Brucinsalz 
des Formyl]-d-alloisoleucins. Zur Reinigung wurde aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert. 

Die Formylverbindungen wurden durch Kochen mit 20°/,iger Brom- 
wasserstoffsiiure zerlegt. Die isolierten optisch-isomeren Aminosiuren wurden 
aus heiBem Wasser unter Zusatz von Alkohol zur Lésung umkrystallisiert. 
Ks wurden folgende Werte gefunden: 

0,0618 ¢ 1-(+)Isoleucin in 20°/,iger HCl zu 1,5 eem gelést, drehten 
im dm-Rohr Na-Licht bei 20° + 1,66°, 

[aly = + 40,8". 

0,1496 g¢ 1-(+)Isoleucin in Wasser zu 5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 

Na-Licht bei 20° + 0,32°, 
~7)9 
tor == + 20,7°. 

0,0604 ¢ d-(—)Isoleucin in 20°/,iger HCl zu 1,5 eem gelést, drehten 

im dm-Rohr Na-Licht bei 20° — 1,66°, 
[a}” = — 41,1°. 

0.1553 g d-(—)Isoleucin in Wasser zu 5,0 ecm gelést, drehten im 
dm-Rohr Na-Licht bei 20° — 0,349, 

[wi = — 10,4°. 

0,0611 g d-(—) Alloisoleucin in 20°/,iger HCl zu 1,5 ecem gelést, drehten 
im dm-Rohr Na-Licht bei 20° — 1,50°, 


[aj —_—_— 38 °, 


0,0300 g¢ d-(—)Alloisoleucin in Wasser zu 1,5 eem gelést, drehten im 
dm-Rohr Na.Licht bei 20° — 0,285°, 


52()° 
wie 90 
[a], =—14,2° 


') Vgl. Fubnote 1, S. 121. 
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0,0595 g 1-(+) Alloisoleucin in 20°/,iger HCl] zu 1,5 cem gelést, drehten 
im dm-Rohr Na-Licht bei 20° + 1,50°, 


9n0 
cr 320 : 
ite | = -+- 38,1 °. 


0.0300 g 1-(+)Alloisoleucin in Wasser zu 1,5 cem gelist, drehten im 
dm-Rohr Na-Licht bei 20° + 0,28°, 


[aj = + 14,0°. 


Darstellung der Derivate. Sie erfolgte nach den bekannten 
Methoden durch Kuppeln der gut gekiihlten Lésung der Na-Salze yon je 1,0¢ 
der entsprechenden Aminosiiure mit einem geringen Uberschu8 an Benzol- 
sulfochlorid bzw. Phenylisocyanat bzw. a-Naphtylisocyanat in Gegenwart 
von der berechneten Menge n-NaOH und Infreiheitsetzung durch Ansiiuern 
mit n-HCl. Dabei verhielten sich die Benzolsulfo- bzw. Phenylisocyanat- 
bzw. Naphthylisoeyanat-Derivate unter sich vollkommen entsprechend. Die 
ersteren wurden aus heiBem Benzol umkrystallisiert. Krystallbenzol konnte 
nicht festgestellt werden.'!) Die Phenyl- und «-Naphthylisocyanate wurden 
in Alkohol gelést und mit Wasser gefillt. Die verwendeten Aminosiiuren 
zeigten folgende spezifische Drehungen: 


. 19() 9 . oo f + oe 
1-(+-)Isoleucin [a], = + 10,8° in wiibriger Lisung; 


wy i) . ; ° | 
bzw. [alp = + 40,8 in 20°/,iger HCl-Losung. 


9 . 77 . 7 
d-(—)Isoleucin [al = — 10,7° in wiBriger Lésung; 
0 . ; ~ ve 
bzw. [70 =— 41,1° in 20°/,iger HCl-Lésung. 


° ° 1209 . waren “ 
d-(—)Alloisoleucin [@'}) =— 14,2° in wiBriger Liésung; 


bzw. [a}” = — 38,0° in 20°/,iger HCl-Lésung. 


. . 42 0 e Ad e * 
1-(+) Alloisoleucin [«]? = + 14,0° in wiaBriger Lésung; 
900 ; 
bzw. [a}0 = + 38,1° in 20°/,iger HCl-Lisung. 


Benzolsulfoderivate, C,.H,,NO,S. Mol.-Gew. 271,22. Ber. 5,17°/, N. 

Sie fielen beim Ansiiuern als Ol bzw. Emulsion aus. Es trat Krystalli- 
sation — Niidelchen — ein, sobald umgeriithrt wurde. An den aus Benzo! 
umkrystallisierten Verbindungen waren keine wesentlichen Unterschiede 
feststellbar. Sie bildeten alle derbe Nadeln oder lange Prismen. 


Benzolsulfo-1l-(+)isoleucin.!) 
Ausbeute 1,3 g reines Produkt. Schmelzp. 153° (sintert 149—151°), 


Analyse: 
0,0775 g Substanz verbrauchten 2,90 cem n/10-H,SO,. Gef. 5,24°, N. 
0,1053 g, in n/3-NaOH zu 1,5 eem gelést drehten im dm-Rohr Na-Licht 
bei 20° — 1,01°, 
[aj — — 14,4°, 
0,0747 g, in absoluten Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° + 1,26°, 


1) Vgl. hierzu F. Ehrlich, Ber. chem. Ges. 37, 1829 (1904). 
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Benzolsulfo-d-(—)isoleucin. 


Ausbeute 1,5 g reines Produkt. Schmelzp. 153—154° (sintert 149—150°%). 


Analyse: 
0,0832 g Substanz verbrauchten 3,10 ecm n/10-H,SO,. Gef. 5,22°), N. 
0,1084 g, in n/3-NaOH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na-Lichi 
bei 20° + 1,01°, 
[a] = 4- 14,3°. 


0,0753 g, in absolutem Alkohol zu 1,6 cem geliést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° — 1,28°, 


[a]" = — 25,9 
D sit al 


Benzolsulfo-d-(—)alloisoleucin. 
Ausbeute 1,4 g reines Produkt. Schmelzp. 147—148° (sintert 144°). 


Analyse: 
0,1005 g Substanz verbrauchten 3,85 ccm n/10-H,SO,. Gef. 5,36°, N. 
0,1097 g, in n/3-NaOQH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na- 
Licht bei 20° + 0,23°, 
[«} = + 3,1°'). 
0,0752 g, in absoluten Alkohol zu 1,5 cem geldst, drehten im din-Rohr 
Na-Licht bei 20° 4+ 1,54°, 


[e]p = — 30,7°. 


Benzolsulfo-l-(+)alloisoleucin. 
Ausbeute 1,4 g reines Produkt. Schmelzp. 148° (sintert 146°). 
Analyse: 
0,1049 g Substanz verbrauchten 3,9 ccm n/10-H,SO,. Gef. 5,21°/, N. 
0,1098 g, in n/3 NaOH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na- 
Licht bei 20° — 0,18°, 
[ae = — 2,594), 


0,0749 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° + 1,53°, 
¥ 20° ' ors Lar At 0) 
[o}20" = 4. 30,7", 
Phenylisocyanate, C,,H,,N,O,. Mol.-Gew. 250,13. Ber. 11,20°/, N. 
Sie fielen beim Ansiiuern als 6lige Emulsion aus. Beim Umriihren 
wurde die Masse ziiher. Die schlieBlich crhaltene klumpige Masse wurde 
in Alkohol gelést. Die alkoholische Liésung wurde dann sehr vorsichti¢ 
bis zur Triibung mit wenig Wasser versetzt. Die eingetretene Krystalli- 
sation lieB sich durch Hinzufiigen von sehr viel Wasser vervollstindigen. 
Die so gewonnenen Produkte wurden in heiBem Alkohol gelést. Die Lésung 
wurde dann mit heiBem Wasser vermischt. Beim Abkiihlen krystallisierten 


'!) Die Ablesungen waren unscharf infolge starker Tritbung der Lésung 
trotz vorsichtizer Filtration. 
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die Phenylisocyanate von 1-(+) und d-(—)Isoleucin aus der zunichst ge- 
bildeten Emulsion in rechteckigen mikroskopischen, silbergliinzenden Blitt 
chen, wie in der Literatur fiir d-Isoleucinphenylisocyanat angegeben, aus, 
wiihrend die Phenylisocyanate von I-(+) und von d-(—)Alloisoleucin in zu 
Rosetten gruppierten, diinnen und kurzen Nadeln krystallisierten. 


]-(+)Isoleucin-phenylisocyanat.') 
Ausbeute 1,1 g reines Produkt. Schmelzp. 121°, silbergliinzende, recht- 
eckige, mikroskopische Blittchen. 
Analyee: 0,0559 g Substanz verbrauchten 4,50 cem n/10-H,SO,. 
Gef. 11,28°/, N. 
0,0755 g, in n/1-NaOH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na- 
Licht bei 20° + 0,75°, 
r 20° 0 
‘a ln = + 14,9 ° 


0,0760 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° + 1,90°, 


d-(—)Isoleucin-phenylisocyanat. 
Ausbeute 1,1 g reines Produkt. Schmelzp. 119—121°, silbergliinzende, 
rechteckige, mikroskopische Bliattchen. 
Analyse: 0,0572 g Substanz verbrauchten 4,60 cem n/10-H,SO,. 
Gef. 11,27°/, N. 
0,0754 g, in n/l-NaOH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na 
Licht bei 20° — 0,79°, 
[a};) =— 15,0°. 
0,0764 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° — 1,85°, 


[a}p0” = — 26,8°, 


d-(—) Alloisoleucin-phenylisocyanat. 
Ausbeute 1,0 g reines Produkt, Schmelzp. 151° (unter Zersetzung), 


diinne Niidelchen. 
Analyse: 0,0684 g Substanz verbrauchten 5,50 cem n/10-H,SO,. 


Get. 11,97°*/, N. 
0,0705 g, in n/l-NaOH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na- 
Licht bei 20° — 0,79°, 
[a]? — — 16,8°, 


0,0756 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° — 1,54 °, 


fa}e?’ = — 30,6°. 


1-(+) Alloisoleucin-phenylisocyanat. 
Ausbeute 0,9 g reines Produkt, Schmelzp. 151° (unter Zersetzung), 
diinne Nidelchen. 





1) Vgl. F. Ehrlich, a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCV. 9 
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Analyse: 0,0585 g Substanz verbrauchten 4,70 cem n/10-H,SQ,. 
Gef. 11,25°/, N. 
0,0755 g, in n/l-NaOH zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr Na- 
Licht bei 20° + 0,85°, 
[a], = + 16,9°. 
0,0762 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° + 1,60°, 
aj?” = + 30,8°. 


a-Naphthylisocyanate, C,,H,,O,N,. Mol.-Gew. 300,18. Ber.9,30°/, N. 
Sie fielen beim Ansauern sofort als mikroskopische Krystallnadeln 
aus. Sie wurden isoliert und in heiBem Alkohol gelést. Die Lésung wurde 
hierauf mit heiBem Wasser vermischt. Die Verbindungen krystallisierten 
beim Abkiihlen in kleinen Nadeln aus. Sie sahen bei den Derivaten des 
d- und |-Isoleucins etwas anders aus, als bei den Derivaten der Alloiso- 
leucine. 
1-(+)lsoleucin-o-naphthylisocyanat.') 
Ausbeute 1,7 g reines Produkt, Schmelzp. 178—179° (unter Zersetzung). 
Kleine derbe Nadeln. 
Analyse: 0,0771 g Substanz verbrauchten 5,15 cem n/10-H,SO,. 
Gef. 9,36 °/, N. 
0,0752 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° + 1,52°, 
«ly = + 30,1°. 
d-(—)Isoleucin-«-naphthylisocyanat. 
Ausbeute 1,8 g, Schmelzp. 177—178° (unter Zersetzung). Kleine derbe 
Nadeln bzw. diinne Prismen. 
Analyse: 0,0797 g Substanz verbrauchten 5,3 ecm n/10-H,SO,. 


Gef. 9,53°/, N. 
0,0748 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° — 1,48°, 
[a}??’ = — 29,5°, 


d-(—) Alloisoleucin-a-naphthylisocyanat. 
Ausbeute 1,5 g, Schmelzp. 168° (unter Zersetzung). Kleine Nadelchen. 
Analyse: 0,0861 g Substanz verbrauchten 5,85 cem n/10-H,SQ,. 

Gef. 9,52°/, N. 


0,0677 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem geldést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° — 1,15°, 
[a] = — 25,5°. 


1-(+) Alloisoleucin-a-naphthylisocyanat. 


Ausbeute 1,3 g, Schmelzp. 165—166° (unter Zersetzung). Kleine 
Nidelchen. 





!) Vgl. C. Neuberg u. E. Rosenberg, Biochem. Z. 5, 456 (1907). 
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Analyse: 0,0725 g Substanz verbrauchten 4,90 cem n/10-H,SO,. 
Gef. 9,44 "ls N . 


0,0652 g, in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten im dm-Rohr 
Na-Licht bei 20° + 1,12°, 


Zusammenfassung. 


Es gelingt, die vier optisch-aktiven Komponenten, die das 
durch Synthese gewonnene Isoleucin in sich schlieBt, fiir sich zu 
gewinnen, wenn man beim Aufarbeiten der Aminierungsprodukte 
der durch Synthese erhaltenen a-Brom-f-methy]-§-ithyl-propion- 
siure (wobei darauf zu achten ist, daB der Bromierung entgangene 
Siure durch Wiederholung der Bromierung in die Bromsiiure 
iibergefihrt wird) die beim Kinengen und Versetzen mit Alkohol 
ausfallenden Krystalle wiederholt in heiBem Wasser lést und mit 
Alkohol fallt. Das ausgefallene Produkt besteht aus d,l-Isoleucin, 
wahrend d,l-Alloisoleucin in der Mutterlauge verbleibt. Die Ge- 
winnung dieses Racemkorpers erfolgte unter Anwendung der Ester- 
methode. Beide Racemkoérper wurden fiir sich iiber die Formy]- 
verbindung mittels Brucins in ihre beiden optisch-aktiven Anteile 
aufgespalten. 


G* 
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Uber das Sapogenin der Guajakrinde. I. 
Von 


{. Wedekind und W. Schicke. 


(Aus dem Chemischen Institut der Forstlichen Hochschule Hann.-Miinden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Dezember 1930.) 


Uber das Saponin der Guajakrinde und des Guajakholzes ist 
eine Reihe von Arbeiten erschienen, die sich auch mit dem 
Hydrolyseprodukt des Saponins beschiiftigen; doch ist das End- 
sapogenin bisher noch nicht in krystallisierter Form isoliert worden. 

Paetzold') gewann aus dem Holz von Guajacum off. eine 
gelblich-weib gefarbte Substanz, deren Saponincharakter nicht allein 
durch die bekannten Eigenschaften der Saponine, wie Schaumen 
und Kmulgierungsvermégen, sondern auch durch die Hydrolyse 
mit Schwefelsiure nachgewiesen wurde, Frieboes?) isolierte aus 
der Rinde ein Saponin, das er nach der Bleiacetat-Methode in 
einen sauren und neutralen Anteil trennen konnte. Der Saponin- 
siure erteilt er die Zusammensetzung C©,,H,,0,,, das neutrale 
Saponin soll die Formel C,,H,,0,, besitzen. Van der Haar?) 
stellte das Sapogenin durch Hydrolyse des Saponins mit 5°/,iger 
Schwefelsiiure dar. Er zeigte, daB auch das Guajaksapogenin, wie 
eine Reihe anderer Saponine und Sapogenine die bekannte all- 
gemeine Schwefelsiiure-Reaktion gibt. Bei der Destillation mit 
Zinkstaub im Wasserstoffstrom erhielt er aus dem Sapogenin ein 
Ol, welches durch Wasserdampfdestillation getrennt werden konnte. 
Der mit Wasserdampf fliichtige Anteil enthielt Terpenkohlen- 
wasserstoffe, welche die violette Farbenreaktion mit Schwefel- 


1) Beitr. z. pharmakol. u. chem. Kenntnis d. Harzes u. Holzes von 
Guajacum off. sowie Palo balsano. Diss. Stra8burg S. 54 (1901); vgl. auch 
Schaer, Arch. f. exper. Path. 47, 131 (1902). 

*) Beitr. z. Kenntnis d, Guajakpriparate. Rostocker Preisschrift, Stutt- 
gart 1903; vgl. auch E. Merck, D.R.P. 156954 vom 138. 2. 1908. 

8) Arch. d. Pharm. 251, 217 (1913); u. Biochem. Z, 76, 335 (1916). 
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siiure—Eisessig oder mit Schwefelsiiure allein lieferten. Der mit 
Wasserdampf nicht fliichtige Anteil gab die Liebermannsche 
Cholestolprobe. Ruzicka und van Veen!) dehydrierten das aus 
dem Sapogenin durch Hydrolyse mit 5°/,iger Schwefelsiure dar- 
gestellte Sapogenin mit Selen und erhielten hierbei, wie auch aus 
anderen Sapogeninen, ein Trimethylnaphthalin (Sapotalin). 

Fiir unsere eigenen Versuche, die zuniichst die Darstellung 
des Sapogenins in krystallisierter Form zum Ziel hatten, benutzten 
wir als Ausgangsmaterial das Guajakrindensaponin Merck. Durch 
einstiindiges Kochen des Saponins mit 5°/,iger Schwefelsiiure er- 
hielten wir ein gelb gefirbtes Pulver, das jedoch in Athanol noch 
nicht véllig léslich war. Das Filtrat der Spaltung reduzierte 
Fehlingsche Lésung stark. Um ein sicher vollig zuckerfreies 
Priiparat zu erhalten, wurde das Hydrolysenprodukt im Autoklaven 
noch 3 Stunden auf 155° erhitzt. Das so gewonnene Endsapogenin 
war ein braunes Pulver, das in Alkohol und Ather ohne Riick- 
stand léslich war. Die alkoholische Lésung wurde mit Tierkohle 
entfirbt und das Sapogenin durch Zusatz von Wasser ausgefillt. 
Das Sapogenin ist ein farbloses Pulver, das deutlich die EKigen- 
schaften einer Siiure zeigt: schiittelt man seine iitherische Lésung mit 
verdiinnter Natriumcarbonatlésung, so fallt die Hauptmenge des 
angewandten Sapogenins als schwerlésliches Natriumsalz aus, das 
erst nach dem Ansiuern wieder in Lésung zu bringen ist. Es 
gelang uns nicht, das Sapogenin direkt zur Krystallisation zu 
bringen; bei allen Krystallisationsversuchen erhielten wir nur 
amorphe Produkte. 

Wir versuchten nun, Derivate des Sapogenins darzustellen, 
die event. leichter krystallisierten, und es gelang uns, das Acety1l- 
derivat krystallin zu erhalten. Erhitzt man das Sapogenin mit 
Kssigsiiureanhydrid, so scheiden sich beim Erkalten der Lésung 
feine Nadeln aus, die nach wiederholtem Umkrystallisieren bei 
268° schmolzen. Die Elementaranalyse ergab fiir das Acetyl- 
derivat die Zusammensetzung C,,H,,O, und die Acetylbestimmung 
zeigte, daB im Molekiil eine Acetylgruppe vorhanden ist. Die 
beiden restlichen Sauerstoffatome gehéren einer Carboxylgruppe 
an: mit Diazomethan erhielten wir einen prachtvoll krystallisierten 
Methylester, der bei 220° schmolz und bei der Analyse auf 
die Formel C,,H,,O0, stimmende Werte ergab. Sowohl das Acety]- 
derivat des Sapogenins wie auch sein Methylester sind optisch 


1) Diese Z. 184, 69 (1929). 
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aktiv; beide drehen die Ebene des polarisierten Lichtes nach 
rechts. 

Durch Verseifung des Acetylderivates mit methylalkoholischem 
Kali konnten wir nun auch das Endsapogenin selbst krystallin 
erhalten. Ks krystallisiert aus verdiinntem Kisessig und verdiinntem 
Athanol in feinen, verfilzten Nadeln, die bei 304° zu sintern be- 
ginnen, um bei 310° zu schmelzen. Die Analyse ergab fiir das 
Sapogenin die Zusammensetzung ©,,H,.O,. In der Kalte werden 
fiir 1 Mol Sapogenin 1 Mol Alkali verbraucht: das Sapogenin ist 
also eine Monocarbonsiiure. Mit Diazomethan liefert es einen 
gut krystallisierten Methylester der Formel C,,H,,0,. Damit sind 
die Funktionen der Sauerstoffatome festgelegt: das Guajaksapo- 
genin ist eine Monooxy-monocarbonsiure. Auch das Sapo- 
genin und sein Methylester drehen die Ebene des polarisierten 
Lichtes nach rechts. 

Wir haben uns davon tiberzeugt, daB durch die Kinwirkung 
des Alkalis bei der Verseifung des Acetylderivates eine Veranderung 
im Molekiil nicht erfolgt: das krystallisierte Sapogenin ergab bei 
der Acetylierung ein Acetylderivat, das in seinen Eigenschaften 
mit dem aus dem amorphen Sapogenin erhaltenem Acetylderivat 
vollig iibereinstimmte. 

Mit dem oxydativen Abbau des Sapogenins sind wir be- 
schiftigt. Bei der EKinwirkung von Chromsiiure auf Acetylguajak- 
sapogenin entsteht neben einer neuen Dicarbonsiure ein neutraler 
Stoff der Zusammensetzung C,,H,,O,. Die Acetylgruppe wird 
bei der Reaktion scheinbar nicht entfernt; denn bei der Verseifung 
entsteht aus dem neutralen Produkt ein prachtvoll krystallisierter 
Alkohol vom Schmelzp. 325° Wir hoffen, iiber diese Versuche in 
Kiirze berichten zu kénnen. 

Da sich die Nomenklatur der Abkémmlinge des Guajaksapo- 
genins schwierig gestalten wird, wenn man bei der Bezeichnung 
Guajaksapogenin bleibt (vor allem in Hinblick auf die sonstigen 
Guajakpriiparate, wie Guajakonsiure usw.), schlagen wir vor, unser 
Endsapogenin als Guagenin zu bezeichnen. 


Versuchsteil. 
Spaltung des Saponins zum Endsapogenin (Guagenin). 
50 g,,Saponin aus Guajakrinde“ Merck wurden in wenig Wasser 
gelést und mit 1000 ccm 5°/,iger Schwefelsiure versetzt. Unter 


andauerndem Riithren wurde die Lésung 1 Stunde lang zum Sieden 
erhitzt. Das nach dem Versetzen mit Schwefelsture zunichst 6lig 
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ausfallende Produkt geht hierbei in gelb gefiirbte Flocken iiber, 
die nach dem Erkalten abfiltriert und bis zum Verschwinden der 
schwefelsauren Reaktion mit Wasser ausgewaschen wurden. Aus 
50 g Guajaksaponin wurden 22 ¢ dieses Produktes erhalten. 

Das hellgelb gefirbte Filtrat reduziert Fehlingsche Lisung 
stark. 

Das aus 50 g Saponin erhaltene Produkt wurde in 1000 ccm 
5°/,iger Schwefelsiiure suspendiert und im Autoklaven 3 Stunden 
auf 155° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das ausgeschiedene 
Sapogenin abfiltriert, gut mit Wasser ausgewaschen und auf Ton 
getrocknet. Das gelb gefarbte Filtrat reduziert Fehlingsche 
Lésung nicht mehr. Das getrocknete Endsapogenin — ein gelb- 
braun gefirbtes Pulver — wurde in Alkohol gelést und die Lisung 
mit Tierkohle bis zur fast vélligen Entfiirbung gekocht. Aus der 
nur noch schwach gelb gefirbten Lésung wurde das Sapogenin 
mit Wasser ausgefillt. Aus 50g Saponin-Merck wurden 18,5 g 
Endsapogenin erhalten. Das Guagenin ist ein farbloses Pulver, 
das in Alkohol und Ather vollig ldslich ist. Schiittelt man die 
itherische Lésung mit verdiinnter Natriumcarbonatlésung, so fillt 
die Hauptmenge des Sapogenins als schwerlésliches Natriumsalz 
aus, waihrend aus der Sodalésung nach dem Ansiuern nur geringe 
Mengen einer Siure erhalten werden, die noch nicht niher unter- 
sucht wurde. Es gelang uns nicht, das Endsapogenin direkt zur 
Krystallisation zu bringen und ebensowenig fiihrten Krystallisations- 
versuche iiber das Natriumsalz zum Ziel. Das aus diesem durch 
Ansiiuern erhaltene Endsapogenin lieferte aus Methanol, Athanol 
und Eisessig nur amorphe Produkte. 


Acetylguajaksapogenin (Acetylguagenin). 

10g des amorphen Endsapogenins wurden mit 70 ccm Kssig- 
siureanhydrid 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Beim Erkalten 
schieden sich aus der gelb gefirbten Lésung feine Nidelchen aus, 
die abfiltriert und auf dem Wasserbad getrocknet wurden. Ihre 
Menge betrug 5,3 g. Das Filtrat wurde in viel Wasser eingegossen; 
das sich hierbei zunichst 6lig abscheidende Produkt wurde bald 
fest. Es wurde abfiltriert, getrocknet und in méglichst wenig 
Athanol in der Hitze gelést. Beim Erkalten der Lisung, die ge- 
impft wurde, wurden noch geringe Mengen des Acetylderivates 
ausgeschieden. Aus der Mutterlauge fiel bei weiterem Kinengen 
der Lésung ein gelbes Ol aus, dessen Krystallisation nicht gelang. 
Das Acetylderivat wurde aus Athanol und verdiinntem Hisessig 
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umkrystallisiert. Ks schmilzt dann bei 268° und verindert bei 
weiterem Umkrystallisieren seinen Schmelzpunkt nicht mehr. Aus 
Athanol krystallisiert das Acetylguagenin in feinen, langen Nadeln. 





5,040 mg Substanz gaben 14,280 mg CO, und 4,54 mg H,O. 


5,112 mg - »  14,430mg , , 4,55 mg ,, 
C53H5,0, Ber. C 77,11°/, H 10,04°/, 


Gef. ,, 77,01, 77,00°/,  ,, 10,08, 9,96%,. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast. 
0,393 mg Substanz gaben in 4,470 mg Campher 4 = 6,7°. 
Molekulargew. Ber. 498 Gef. 524. 


Acetylbestimmung nach Freudenberg. 
0,311 g Substanz verbrauchten 6,39 cem n/10-NaOH. | 
0,4065 g - m §,25 ccm ~ 
C.3H5,.0, Ber. C,H,O: 8,64°/,, Gef. 8,84, 8,73°/). 
Die Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt. 
a= +1,01°, e¢ = 1,356, / = 1 cm. 


fejp = + 14,5°. 


Methylester. 0,5 g Acetylguagenin wurden mit Diazomethan 
in der iiblichen Weise verestert. Nach dem Abdestillieren des 
iiberschiissigen Diazomethans wurde die Lésung filtriert, mit etwa 
10 com Athanol versetzt und der Rest des Athers abdestilliert. 
Beim Erkalten schieden sich prachtvolle glinzende Blattchen aus, 
die nach dem Umkrystallisieren aus Methanol und Athanol bei 
220° schmolzen. Der Ester ist leicht léslich in Ather und Chloro- 
form; schwerer léslich in Athanol und Methanol. 


4,677 mg Substanz gaben 13,195 mg CO, und 4,24 mg H,O. 
C,3H;,0, Ber. C 177,35°/, H 10,16 °/, 
Gef. ,, 76,94 », 10,14 


Acetylbestimmung nach Freudenberg. 
0,2512 g Substanz verbrauchten 4,77 ecm n/10-NaQOH. 


C,,H;,9, Ber. C,H,0: 8,40°/,, Gef. 8,17°/). 
Die Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt. 
a = + 0,96°, c = 1,388, / = 1 em. 


17° . oo 
[a]; = + 69,2". 


Verseifung des Acetylguajaksapogenins 
(zum krystallisierten Guagenin). 
0,5 g Acetylguagenin wurden mit 50 ccm 5°/,iger methyl- 
alkoholischer Kalilauge 3 Stunden auf dem Wasserbad zum Sieden 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Lésung in verdiinnte 
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Salzsiure eingegossen und die ausfallenden farblosen Flocken in 
Ather aufgenommen. Nach dem ‘Trocknen mit Natriumsulfat 
wurde der Ather abdestilliert und der verbleibende Riickstand in 
Athanol gelést. Die alkoholische Liésung wurde in der Hitze bis 
zur beginnenden Krystallisation vorsichtig mit Wasser versetzt. 
Es schieden sich feine, verfilzte Nadeln aus, die nach dem T'rock- 
nen bei etwa 305° schmolzen; sie wurden aus verdiinntem Eis- 
essig und verdiinntem Athanol umkrystallisiert. Kinen scharfen 
Schmelzpunkt hat das Sapogenin nicht; die Krystalle beginnen 
im Réhrchen bei 304° zu sintern und sind bei 310° geschmolzen. 


4,777 mg Substanz gaben 13,790 mg CO, und 4,46 mg H,O. 


4,862 mg - » 14,045 mg _,, » £o04me ,, 
C3) H4,05 Ber. C 78,96°/, H 10,53°), 
Gef. ,, 78,74,  78,77°/, », 10,45, 10,45°/,. 


Titration: 
0,3042 g Substanz verbrauchten 7,17 com n/l0-KOH. Cy HO, (ein- 
basisch) Aquivalentgewicht Ber. 456 Gef. 424. 
Die Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt. 
a= + 1,21°, c = 1,564, / = 1 cm. 


ne a ae 
[oy = + 77,4° 


Methylester. 0,5 g Guagenin wurden mit Diazomethan in 
bekannter Weise verestert. Nach dem Abdestillieren des iber- 
schiissigen Diazomethans wurde die Lisung filtriert, mit Athanol 
versetzt, und der Rest des Athers abdestilliert. Die heiBe alko- 
holische Lésung wurde bis zur beginnenden Krystallisation mit 
Wasser versetzt. Es schieden sich feine, drusenférmig angeordnete 
Nidelchen aus, die nach abermaligem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Athanol bei 196" schmolzen. 


4,609 mg Substanz gaben 13,300 mg CO,, 4,34 ng H,O und 0,019 ing Rest. 
C5, 500 Ber. C 79,15°/, H 10,64°/, 
Gef. ,, 79,03 »» 10,58. 
Die Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt. 
a= + 0,81°, ¢c = 1,096, /= 1 em. 


rnd? Looms 
[a] = > 73,9°. 


Acetylierung. 0,5 g des durch Verseitung von Acetyl- 
guajaksapogenin krystallin erhaltenen Endsapogenins wurden mit 
10 ccm KEssigsiureanhydrid und 0,5 g Kaliumacetat 2 Stunden 
zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Lésung in 
Wasser eingegossen und unter wiederholtem Umschiitteln 2 Stunden 
stehengelassen. Das ausgefallene Reaktionsprodukt wurde in 
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Ather aufgenommen und der Ather nach dem Trocknen abdestilliert. 
Der Riickstand wurde in Eisessig gelést, die Lésung in der Kalte 
bis zur starken Tribung mit Wasser versetzt und diese mit Essig- 
ester wieder beseitigt. Beim Stehenlassen an der Luft schieden 
sich feine Nadeln aus, die bei 263° schmolzen. Nach dem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Athanol stieg der Schmelzpunkt 
auf 268° und ianderte sich bei nochmaligem Umkrystallisieren 
nicht mehr. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem aus amorphem Endsapogenin 
erhaltenen Acetylderivat ergab keine Depression. 


4,826 ing Substanz gaben 13,650 mg CO, und 4,38 mg H,0. 


4,893 mg " ss 13,880 mg CO, ,, 4,47 mg H,O. 
CHO, Ber. C 17,11°/, H 10,04 °%/, 


Gef. ,, 77,15, 77,09, ,, 10,16 10,22%, 
Fiir ihre Hilfe bei der Ausfiihrung der Spaltungen sei auch 
an dieser Stelle Friulein M. Heinemann bestens gedankt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir zu 
Dank verpflichtet fiir die Gewaihrung von Mitteln zur Beschaffung 
von Guajaksaponin. 
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Studien itiber den intermediaren Stoffwechsel des Tryptophans. 
Von 


Y. Kotake. 


(Aus dem mediziuisch-chemischen fastitut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen ain 11. Dezember 1030.) 


1. Mitteilung: Uber das Kynurenin, 
ein intermediares Stoffwechselprodukt des Tryptophans. . 
Von 
Y. Kotake und J. Iwao. 


Mit 2 Figuren auf Tafel I. 


Der intermediare Stoffwechsel des Tryptophans ist gegenwiirtig 
fast ganzlich unklar, auBer einer von A. Ellinger’) aufgefundenen 
Tatsache, daB die Kynurensiure schlieBlich aus Tryptophan ge- 
bildet wird. Die Struktur der Kynurensiure blieb deswegen lange 
Zeit unentschieden, weil sich der Schmelzpunkt je nach dem 
langsamen oder schnellen Erhitzen etwas verschieden zeigt, so 
daB seine Bestimmung keinen sicheren SchluB vor allem hinsicht- 
lich der Stellung der Carboxylgruppe im Molekiil gestattet. Die 
meisten Autoren vermuteten friiher, in der Kynurensiure 7-Oxy- 
$-chinolincarbonsiiure zu besitzen, wenn auch A. Homer’) sie 
schon lange fiir die «-Siiure hielt, deren Richtigkeit neulich von 
EK. Spith®*) festgestellt wurde. 

Der Mechanismus der Kynurensiurebildung aus ‘l'ryptophan, 
welcher bei manchen Autoren wegen des dabei stattgefundenen Kern- 
umbaus besonderes Interesse erweckte, wurde besonders eingehend 
von A. Ellinger siudiert. Er hat schlieBlich in Gemeinschaft 
mit Matsuoka‘) in Indolbrenztraubensiure diejenige Substanz, die 





1) Diese Z. 43, 325 (1904). 

*) J. of biol. Chem. 17, 509 (1914); 22, 291 (1915). 
°) Mh. Chem. 42, 89 (1921). 

*) Diese Z. 109, 259 (1920). 
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physiologisch mit Tryptophan in inniger Beziehung steht und im 
Tierkérper in Kynurenséiure umgewandelt wird, gefunden. Auf 
Grund dieses Ergebnisses haben sie eine Hypothese aufgestellt, 
daB die Kynurenséiure im Organismus iiber Jndolbrenztrauben- 
siiure gebildet wird. 

Neuerdings hat sich W. Robson’) wieder mit dieser Frage 
beschaftigt und gefunden, daB Benzol-3-Methyltryptophan und 8- 
Methylkynurensiure im Organismus unangegriffen im Harn auf- 
tritt. Daraus will er ersehen, daB die Kynurensiurebildung im 
Organismus im Gegensatz zur Annalhme von Ellinger und 
Matsuoka durch Bildung von Chinolinringen mit dem Amino- 
stickstoff des Tryptophans (unter Eliminierung des Pyrrolstick- 
stoffs) vor sich geht. 

In einer friiheren Mitteilung aus unserem Laboratorium 
haben Z. Matsuoka und N. Yoshimatsu?) iiber eine neue 
Substanz berichtet, die von Kaninchen bei Einverleibung des 
Tryptophans im Harn ausgeschieden wurde. Sie haben damals 
dieser Substanz die Formel C,,H,,N,O; gegeben. Da sie aber 
von den genannten Autoren wegen des Mangels an Substanz 
nicht hinreichend studiert wurde, haben wir unternommen, sie 
wieder in einer gréBeren Menge zu erhalten und durch genauere 
Untersuchungen vor allem ihre Beziehung zur Kynurensiure zu 
verfolgen. 

Da es uns gelang, wie spater erwihnt, durch besonderes 
Verfahren die gesuchte Substanz mit guter Ausbeute zu isolieren, 
haben wir zunichst durch wiederholte Analysen ihre Zusammen- 
setzung ganz sicher bestimmt. 

Der Mechanismus der Kynurensiurebildung im Organismus 
wird spiiter von Kotake in Einzelheiten auseinandergesetzt. Es 
sei hier nur erwihnt, daB die Kynurensiure aus Tryptophan 
wenigstens der Hauptsache nach iiber unsere Substanz gebildet 
wird. Den Weg iiber Indolbrenztraubensiiure, der von Ellinger 
und Matsuoka behauptet wurde, betrachten wir vorlaufig als 
einen Nebenweg. Jedenfalls entsteht nur wenig Kynurensiure 
aus der genannten Ketosiiure im Organismus, wie aus den Ver- 
suchen von den eben genannten Autoren ersichtlich ist. Wir 
méchten also fiir unsere neue Substanz den Namen ,,Kynurenin“ 


vorschlagen. 


1) J. of biol. Chem. 62, 496 (1924); Biochem. J. 22, 1157 (1928). 
2) Diese Z. 143, 206 (1925). 
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1. Isolierung des Kynurenins. 


Die Isolierung des Kynurenins aus dem Harn ist gar nicht 
schwer, wenn das Kynurenin reichlich im Harn enthalten ist. 
Ks scheidet sich hierbei schon nach dem Ansauern durch Schwefel- 
siure und beim Schiitteln mit wenig Ather bald in Form des 
Sulfates krystallinisch aus. Solche Fille sind aber selten; gewéhn- 
lich l4Bt es sich erst durch folgende Behandlung isolieren: 

Der Harn, der wihrend 24 Stunden nach der Tryptophan- 
einfihrung unter Vermeidung der Fiiulnis gesammelt war, wird 
zunachst mit Schwefelsiure angesiuert und einige Zeit in der 
Kalte stehen gelassen, wobei die Kynurensiiure ausgeschieden 
wird. Diese wird eventuell unter Zusatz von Tierkohle filtriert. 
Das Filtrat wird im Vakuum eingedampft bis zu einer kleinen 
Menge, dann mit der 1—5fachen Menge Alkohol versetzt und iiber 
Nacht in der Kilte stehengelassen. Der ausgefillte Niederschlag, 
welcher das Kynurenin zusammen mit anorganischen Salzen ent- 
halt, wird abgenutscht. Der Niederschlag wird nun mit 60°/,igem 
Alkohol aufgenommen, wobei Kynurenin in Lésung geht, wihrend 
die Salze gréBtenteils ungelést bleiben, so daB das Kynurenin- 
sulfat sich beim Kinengen der alkoholischen Lésung fast rein 
krystallinisch abscheidet. 

Das Geschilderte ist aber zur Isolierung einer sehr geringen 
Menge Kynurenin nicht geeignet. Man verfaihrt dann wie folgt: 
Das Kynurenin wird zunichst mit Phosphorwolframsiure oder 
Quecksilbersulfat ausgefallt, was natiirlich nach vorheriger Be- 
seltigung der Kynurensadure geschieht, und der gebildete Nieder- 
schlag mit Baryt bzw. mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Man mub 
hierbei insbesondere bei der Spaltung des Phosphorwolframats 
mit Baryt deswegen keine Wirme verwenden, weil Kynurenin in 
alkalischer Reaktion beim Erwiirmen sehr leicht zersetzt wird. 

Bei gewohnlicher Fiitterung zersetzt der Kaninchenorganismus 
das Tryptophan, wenn nicht groBe Menge gegeben wurden, so 
vollstandig, daB im Harn nur Kynurensiure, aber kein Kynurenin 
nachweisbar ist. Wenn das Kaninchen aber tage- bis wochenlang 
mit poliertem Reis ernahrt wird, so findet man bei subcutaner 
Kinspritzung von 3—-4 g Tryptophan oft eine reichliche Kynurenin- 
ausscheidung, was vielleicht dadurch bedingt wird, daB bei Reis- 
fiitterung allgemeine Oxydationsvorginge im Organismus ge- 
schwicht werden. Man bemerkt hierbei oft eine betriachtliche 
Abnahme der Kynurensiureausscheidung; es gibt sogar Fille, in 








142 Y. Kotake und J. Iwao, 


welchen keine Kynurensiure nachweisbar ist. Diese reziproken 
Verhaltnisse, die sich bei der Ausscheidung der Kynurensiure 
und des Kynurenins zeigen, halten wir fiir einen Beweis, daB die 
erstere im Organismus aus Tryptophan iiber das letztere gebildet 
wird. Als Beispiele seien hier 2 eklatante Fille, denen K. Ichihara 
und K. Kobayashi begegneten, wiedergegeben. 


Versuch l. 


























—_— Nahrung Tryptophan | Kynurenséure |Kynureninsulfat 
(g) (g) (g) 
Gewohnliche 0,7 0,4276 — 
Nahrung 
. 0,7 0,3800 et 
5. Polierter 0,7 0,2518 
Reis 
10. + 0,7 0,2750 
15. 7 0,7 0,1825 0,05 
20. 0,7 0,2232 0,15 
25, . 0,7 0,1286 0,20 
Versuch 2. 
on Nahrung Tryptophan | Kynurensiure |Kynureninsulfat 
(g) () (g) 
Gew6hnliche 0,7 0,3515 — 
Nahrung 
5. Polierter 0,7 0,3742 o 
Reis 

10. ‘ 0,7 0,2234 ~ 
15. 7 0,7 0,1584 is 
20, . 0,7 0,3422 om 
25. ‘ 0,7 0,3864 om 














Das freie Kynurenin wird aus dem Sulfat durch Entfernung 
des Baryts mittels Schwefelsiure leicht gewonnen; hierbei soll 
die Lésung stets im Vakuum ohne Durchleiten von Luft eingeengt 
werden, sonst fairbt sich die Lésung immer mehr gelblich unter 
Zersetzung des Kynurenins. 

Das Kynurenin wird manchmal unter den angegebenen Be- 
dingungen oft in einer groBen Menge ausgeschieden. Als Beispiel 








te 
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sei hier ein Versuch angefiihrt, wozu ein mittelgroBes Kaninchen 
benutzt wurde. 





Datum Tryptophan Kynureninsulfat Kynurensiiure 
(g) (g) (¢) 
14. 3,0 
16. 3,0 2,95 
17. 4,0 
™ 4,0 2,85 1,30 
(2,5 g nach dem 
Umkrystallisieren) 











2. Analysen und Eigenschaften des Kynurenins. 


Das Kynureninsulfat krystallisiert in Nadeln (Fig. 2), die aus 
Wasser oft in langgestreckter Form ausgeschieden werden; das 
Kynurenin dagegen stets in Blittchen, die bei langsamer Aus- 
scheidung zu sechsseitiger Form ausgebildet sind (Fig. 1). Das 
Sulfat farbt sich bei langsamem Erhitzen im Capillarrohr gegen 
165°C immer mehr dunkel, bis es sich gegen 180° C ganz 
schwirzt. Das freie Kynurenin unter denselben Bedingungen, 
wie oben, fairbt sich gegen 170° ©, sintert gegen 180° C immer 
mehr mit dem emperaturanstieg und schmilzt schlieBlich bei 
190°C unter Zersetzung. 

Das' ganz gereinigte Kynurenin und Kynureninsulfat gaben 
folgende Analysenzahlen: 


1. 0,1070 g Substanz gaben 0,2206 g CO, C = 56,26°, 


_ » 0,0487g HO H= 5,09 
2. 0,2598 g + »,  0,5336 g CO, C = 56,02 
. , 0,1732¢ HO H = 5,37 


3. 0,1696 g ‘“ 5  0,3524 g CO, C = 56,35 
; »  0,0773g HAO H= 5,11 


N-Bestimmung. 


1. 0,1217 g Kynurenin verbrauchten nach Kjeldahl! 5,23 cem n/5- 
H,SQ,. 
C,,H,,N,0, Ber. N 11,82 °%/, 
Gef. 12,03 
2. 0,1850 g Kynureninsulfat verbrauchten nach Kjeldahl 5,63 cem 
n/5-H,SQ,. 
(C,,H,.N,0,)+H,SO, Ber. N 8,38 °/, 
Gef. 8,51 
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Schwefelsiurebestimmung des Kynureninsulfates. 
1. 0,2030 g Substanz gaben 0,1455 g Bariumsulfat, 


2, 0,1001 g . » 0,0716¢ i 
(C,,H,,N,O,)"H,SO, Ber. H,SO, 29,34°, 
Gef. l. 30,08°/,, 2. 30,02 °/, 


Nach den Analysen soll also dem Kynurenin die Formel 
(,,H,,N,0, zukommen. 

Da das Kynurenin in Wasser und organischen Solventien 
nicht oder schwer léslich ist und sogar die Lésung beim Erhitzen 
zum Teil zersetzt wird, konnten wir nicht durch die iiblichen 
Methoden sein Molekulargewicht bestimmen. Es lift sich aber 
durch den Gehalt des Sulfates an Schwefelsiure ungefihr ent- 
scheiden, daB die oben angegebene Zusammensetzung einem 
Kynureninmolekiil entspricht. 

Das Kynurenin ist schwer léslich in Wasser, leichter in 
warmem, und list sich in Alkohol. Die Lésung ist annahernd 
neutral, so daB sie auf Lackmus ganz schwach sauer reagiert. Die 
Kynureninlésung zeigt, anders als ‘Tryptophan, durch Brom keine 
Fiarbung, sondern erzeugt dabei nur eine Triibung und ebenso- 
wenig die Fichtenspanreaktion. Das Kynurenin liBt sich vor 
allem dadurch vom Tryptophan unterscheiden, daB das erstere 
mit Schwefelsiure sehr leicht krystallisierendes Salz bildet. Die 
wiBrige Liésung von Kynurenin und von Kynureninsulfat sind 
optisch aktiv, und zwar dreht das erstere nach links, das letztere 
nach rechts. 

Das Kynurenin wurde in Wasser gelést und die spezifische 
Drehung bestimmt: 





— 0,25 x 100 [oe]},7 =_— — 28,5°. 
2.x 0,347 

Das Kynureninsulfat wurde in Wasser gelést und seine 
spezifische Drehung bestimmt: 

+ 0,19 x 100 [a}},° = + 10,7°. 
2x 0,87 

3. Herstellung des Kynurenin-diester-dichlorhydrats 
und des Kynurenin-diesters. 

Das Kynurenin gibt die Ninhydrinreaktion, ein Beweis dafiir, 
daB das Kynurenin eine w-Aminosiure ist. Und daB das 
Kynurenin eine Diaminodicarbonsiiure ist, wurde weiter durch 
Herstellung des Diesterdichlorhydrats, womit sich M. Kiyokawa 
beschiftigte, nachgewiesen. 
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0,5 g Kynurenin wurden in 100 ccm Alkohol suspendiert 
und trocknes Salzsiuregas bis zur Siittigung eingeleitet. Der 
Alkohol wurde dann bei vermindertem Druck vertrieben, der 
Riickstand wieder mit absolutem Alkohol aufgenommen und all- 
mihlich in 800 ccm Ather getropft. Es schied sich dabei das 
Chlorhydrat des Kynureninesters flockig aus. Dieser amorphe 
Niederschlag wurde filtriert, schnell mit absolutem Ather ge- 
waschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. Der Niederschlag 
betrug 0,4805 g, war leicht léslich in Wasser und Alkohol, un- 
léslich in Ather und sehr hygroskopisch. Die Chlorbestimmung 
ergab folgenden Wert: 

0,0628 g Substanz gaben 0,0496 g AgCl. 

C,,H,,N,0,Cl, Ber. Cl 19,45%, 
Gef. 19,54 


Das Esterchlorhydrat wurde in wenig Wasser gelést, mit 
iiberschiissigem Kaliumcarbonat versetzt und durch KEssigither 
mehrmals extrahiert. Der Essigither wurde dann verjagt, wobei 
ein Sirup zuriickblieb, der leicht léslich in Alkohol und Kssig- 
iither, unléslich in Wasser war. 

Der Sirup, der Kynureninester, wurde mit n/10-Natronlauge 
verseift und die Ksterzahl bestimmt. 

0,0832 g Substanz wurden mt: 20 ccm n/10-Natronlauge ver- 
setzt, unter RiickfluBkiihlung 1 Stunde erhitzt und nach dem Er- 
kalten mit n/5-Schwefelsiure titriert. Es wurden zur Verseifung 
3 com n/10-Natronlauge verbraucht. Dies entspricht 52,63°/, der 
Theorie. Wenn man aber daran denkt, daB hierbel aus einem 
Molekiil Kynurenin 1 Molekiil Ammoniak frei wird, ist der ge- 
fundene Wert annihernd theoretisch. 

0.2932 g Ester wurden mit 10 ccm n/10-Natronlauge und 
4) cem destilliertem Wasser versetzt, unter guter Kiihlung 
destilliert; das Destillat wurde mit Schwefelsiure angesiuert und 
wiederum destilliert. Der in dieser Weise abgefangene Athyl- 
alkohol wurde mit Kaliumbichromat in schwefelsaurem Medium 
volistindig oxydiert, und der Uberschu8 vom Reagens jodo- 
metrisch zuriicktitriert. Zs bedarf in diesem Versuch 0,3457 g 
K,Cr,O, fiir die Oxydation des gebildeten Alkohols, die 87,76°/, 
der Theorie entsprechen. 

Derselbe Versuch wurde mit 0,1736 g Ester noch einmal 
ausgefiihrt. Es wurde diesmal 0,2122 g Kaliumbichromat fiir die 
Alkoholoxydation verbraucht, was auf 90,91°/, der Theorie stimmt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie CXCY. 10 
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4. Bromierung des Kynurenins. 

Die Analysenzahlen des Kynurenins verraten schon ungefahr 
das Vorhandensein einer Doppelbindung in seiner Neitenkette. 
Um dies zu bestiitigen wurde seine Bromverbindung hergestellt, 
welche folgendermaBen leicht zuginglich war: 

Das Kynureninsulfat wurde in Wasser gelést und ein sehr 
verdiinntes Bromwasser vorsichtig hinzugefiigt, wobei unter Frei- 
werden der Schwefelsiure ein gelblichweiBer, flockiger Nieder- 
schlag entstand. Der Niederschlag wurde dann in etwa 50°/,igem 
Alkohol auf dem Wasserbad gelést, eventuell filtriert und weiter 
abgedampft. Hierbei schied sich das Bromid mit dem Ver- 
dunsten des Alkohols allmihlich krystallinisch aus. Die auf 
diese Weise gewonnenen Krystalle, die schwach gelblich gefirbt 
waren, fiirbten sich dunkel gegen 200° C, mehr oder weniger bei 
langsamem Erhitzen und schmolzen bei 206—207° C unter Zer- 
setzung. 

Die Analysen lieferten folgende Zahlen: 





0,1466 g Substanz gaben 0,1433 g AgBr. 
C,,H,,N,0,Br, Ber. Br 42,32°/, 
Gef. 42,75 ' 
10,02 mg Substanz gaben bei 13°C, 771 mm Hg, 0,519 cem N. j 


C,,H,,N,0,Br, ber. N 6,34°/, 
Gef. 6,28 





Nach dem Geschilderten wird dem Kynurenin die Konsti- 
tutionsformel 
H 
C COOH 
mm. | 
HC C—C=CH—CHNH,-—-COOH 


HC 6C 
wo“ 
G NH, 
H 


zukommen und das erwihnte Kynurenindibromid dessen Laktam 
darstellen: 





H 
a Br Br 
HC C——C—CH—CHNH,—COOH 
| | 
HC C CO 
i 
C N 


H H 

















wo erthoereresmeinnentt 
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5. Kynurensaurebildung aus Kynurenin im Or- 
ganismus. 

Der von uns an Tryptophankaninchen beobachtete Befund, 
welcher darin besteht, da& bei der Kynureninausscheidung im 
Harn stets ein Absinken des Kynurensiiuregehaltes in demselben 
eintritt, spricht schon dafiir, daB die Kynurensiiure im Organis- 
mus aus dem Tryptophan iiber das Kynurenin entsteht, wie vorher 
erwaihnt. Zur weiteren Begriindung dieser Annahme haben wir 
mit dem Kynurenin an Kaninchen wiederholt Fiitterungsversuche 
durchgefiihrt. Es wurde dabei stets eine Eliminierung einer be- 
deutenden Menge Kynurensiure beobachtet, so daB schon in einer 
Menge von unter 1,0 g Kynurenin 20—40°/, davon als Kynuren- 
siure im Harn ausgeschieden wurden. Als ein Beispiel sei hier 
ein Versuch angefiihrt. 

0,7 g Kynurenin, in Wasser gelést, einem Kaninchen von etwa 
2,5 kg Korpergewicht subcutan eingespritzt. Der spiiter gelassene 
24stiindige Harn wurde nach Jaffé behandelt und daraus etwa 
0,17 g Kynurensiure isoliert, die nach dem Umkrystallisieren bei 
173° C unter Zersetzung schmolz. Sie gab die Reaktionen von 
Jaffé und von Kretschy und bildete mit Barium ein Salz, das 
in charakteristischen dreieckigen Blattchen auskrystallisierte. 

0,1002 g Bariumsalz gaben beim Abrauchen mit Schwefelsiiure 0,0450 g 
Bariumsul fat. 

(C,,H,NO,),Ba Ber. Ba 26,75°/, 
Gef, 26,48 


II. Mitteilung: Uber die Spaltung des Kynurenins mittels Barytwasser. 
Von 


Y. Kotake und M. Kiyokawa. 


Aus den voranstehenden Untersuchungen von Kotake und 
Iwao?) geht zwanglos hervor, daB dem Kynurenin die Formel I 
zukommt. 

Zur weiteren Bestitigung haben wir unternommen, einerseits 
seine Synthese, andererseits seine Spaltung durchzufiihren. Jene 
ist jetzt im Gang; wir kamen zu den Resultaten, iiber die wir 
im folgenden berichten wollen. 





1) 1. Mitteilung S. 159. 
10* 
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Das Kynurenin ist gegen Siuren so bestiindig, daB es beim 
Kochen mit 25°/,iger Schwefelsiure iiber 10 Stunden keine 
nennenswerte Verinderung erleidet; es wird hierbei nur allmahlich 
zupehmende Rotfirbung der Fliissigkeit bemerkt. Im Gegensatz 
dazu ist das Kynurenin in alkalischer Reaktion sehr unbestindig 
und laBt sich bei Kinwirkung verdiinnten Barytwassers eine 
Spaltung von Kohlensiure und Ammoniak nachweisen. AuBer- 
dem hat sich hierbei in der Spaltungsfliissigkeit eine Substanz 
gebildet, die ganz leicht mit Ather ausgezogen werden kann. Sie 
wurde als o-Aminoacetophenon (Formelbild III) identifiziert. 

In der Mutterlauge, die mit Ather erschépft war, findet sich 
noch eine Substanz, die sich erst nach Ansiuern beim Extra- 
hieren mit Ather zum Teil im Ather, vorwiegend aber in der 
Mutterlauge selbst ausscheidet. Es war Kynurensiure (Formel- 


H 
o COOH 
wa 
HC C—C=CH—CHNH,—COOH 
| ———> CO, + NH, 


| | 
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© NH, 
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bild IV). Die erwartete Oxalsiiure!), die bei Spaltung des Kynu- 
renins mit Wasserstoffsuperoxyd leicht zum Vorschein kommt, 
lieB sich nicht nachweisen. 

Da die vorliegenden Spaltungsergebnisse leicht durch den 
dargestellten Mechanismus erklarbar sind, glauben wir dadurch 
eine weitere Stiitze fir die obige Konstitution des Kynurenins 
geliefert zu haben. 


Experimentelles. 


1. Ammoniak. 


Das Kynurenin wurde mit 1°/,igem Barytwasser in einem 
Erlenmeyerschen Kolben gekocht, mit dem eine mit be- 
stimmter Menge n/5-Schwefelsiiure beschickte Flasche verbunden 
war. Das hierbei in die Siiure iibergegangene Ammoniak wurde 
durch Titrieren mit n/10-Natronlauge bestimmt. Das o-Amino- 
acetophenon, das zugleich iiberdestilliert wurde, iibte keine Stérung 
auf die Ammoniaktitrierung aus. Unter den Resultaten, die alle 
gut miteinander iibereinstimmen, seien hier einige angegeben. 





, Kynurenin Gefundenes Ammoniak 
Nr. Ammoniak es 
(g) (°/, der Theorie) 
(g) 
0,1100 0,0072 91,99 
2 0,1199 0,0083 97,22 
3 0,0966 0,0068 98,80 











Durchschnitt: 96,00 


2. Kohlensaure. 


Die bei Spaltung des Kynurenins mit 1 °/,igem Barytwasser 
gebildete Kohlensiure wurde nach verschiedenen Verfahren be- 
stimmt, wobei die Spaltung zum Teil im Kolben, zum Teil im 
zugeschmolzenen Rohr erfolgte. Die Menge der gebildeten Kohlen- 





*) 0,3 g Kynurenin wurden mit 200ccem 1°/,iger Wasserstoffsuper- 
oxydlésung mit Zusatz von einer Spur Eisensulfat bei 38° stehen gelassen. 
Die Lésung firbte sich anfangs dunkelbraun, verblaBte aber bald. Nach 
12 Stunden wurde die Lisung mit Schwefelsiiure angesiiuert und aus- 
geithert. Der Ather hinterlieB beim Verdunsten eine Substanz, die in farb- 
losen Prismen krystallisierte. Sie war léslich in Alkohol und Ather, schmolz 
wasserfrei bei 189°, war sublimierbar und entfiirbte sofort Kalium- 
permanganatlésung. Sie war also Oxalsiiure; die Ausbeute betrug 0,08 ¢. 
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siure war aber etwas schwankend, doch konnte eine Abscheidung 
kohlensauren Bariums stets ganz sicher nachgewiesen werden. 





: Kynurenin remnant Kohlensiiure 
Nr. Kohlensiiure g “ae 
(g) te) (°/, der Theorie) 
1 0,1148 0,0097 45,75 
2 0,1383 0,0122 47,84 
3 0,1000 0,0102 56,10 











3. o-Aminoacetophenon. 


Das o-Aminoacetophenon, das durch Kochen des Kynurenins 
mit Barytwasser gebildet wurde, wurde ohne weiteres mit Ather 
ausgezogen, wobei es, wie erwihnt, bei Destillation des Athers 
als Ol zuriickblieb. Wenn man das Ol] als reines o-Aminoaceto- 
phenon betrachtet, entsprach es etwa 70—81°/, der berechneten 
Menge. 




















K , o-Aminoaceto- o-Aminoaceto- 
, <ynurenin 
Nr. pric phenon phenon 
(g) (g) (°/, der Theorie) 

1 | 0,1148 0,0442 67,89 

2 0,1383 0,0638 81,17 

3 0,0966 0,0410 74,81 

Durchsechnitt: 74,62 


Das gewonnene O] ist destillierbar mit Wasserdampf, léslich 
in Alkohol und Ather, riecht jasminartig, und auf der Haut bleibt 
der Geruch sehr lange haften. Es geht mit Salzsiure eine in 
Prismen krystallisierende, wasserlésliche Verbindung ein. Dieses 
Chlorhydrat enthilt Krystallwasser, das sehr Jeicht schon an der 
Luft entweicht, ist sublimierbar ohne Zersetzung. Es roétet sich 
beim Erhitzen im Capillarrohr gegen 160° und schmilzt bei 
264—265°. 

1. 0,0654 g Substanz gaben 0,0548 g AgCl. 

2. 0,0982 g - »  0,0832 g AgCl. 

C,H,NO-HCl Ber. Cl 20,67 °/, 


Gef. 1. ,, 20,54 2. Cl 20,94 %, 


Zur weiteren Identifizierung wurde dessen Acetylverbindung 
dargestellt, welche leicht aus dem oben geschilderten Ol beim 
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Zusammenbringen mit Essigsiureanhydrid entstand. Sie krystalli- 
sierte in langen Nadeln, die sich, aus heiBem Wasser umkrystalli- 
siert, mit einer vorangehenden 'T'riibung allmihlich abschieden. 
Das Acetat schmolz bei 75—76° 


1. 2,907 mg Substanz gaben 0,195 ecm N (18°, 762 mm) (Dumas). 


2. 3,204 mg ” » 0,220 cem N (18°, 760 mm). 
C, .H,,NO, Ber. N 7,91 °%, 
Gef. 1. ,, 7,88 2. N 7,95 %, 


Die EKigenschaften und Analysenzahlen stimmten also mit 
denen des Acetylaminoacetophenons iiberein. Sicherheitswegen 
haben wir diese Substanz synthetisiert, und zwar geschah die 
Synthese des o-Aminoacetophenons nach H. Gevekoht?) dadurch, 
daB o-Nitroacetophenon mit Kisenvitriol und Ammoniak reduziert 
wurde. Das synthetische Acetylaminoacetophenon, verglichen mit 
unserem Praparat, zeigte ganz dieselben Kigenschaften und der 
Mischschmelzpunkt beider Priiparate keine Depression. 

Zur Identifizierung des o-Aminoacetophenons ist auch eine 
Monobromverbindung seines Acetylderivats sehr geeignet, welche 
sich aus einer wiBrigen Lisung des acetylierten Aminoaceto- 
phenons beim Ejintragen des Bromwassers sofort nadelformig 
ausscheidet. Sie schmilzt bei 157—158°. 

0,1100 g Substanz gaben 0,0806 g AgBr (Carius). 

C,,H,,NO,Br Ber. Br 31,25 °/, 
Gef. ,, 81,11 


4. Kynurensaure. 


Kin Spaltungsgemisch des Kynurenins wurde zunichst mit 
Ather ausgezogen und dadurch das gebildete o-Aminoacetophenon 
vollstindig entfernt. Ks wurde dann mit Schwefelsiure angesiuert, 
vom gebildeten Bariumsulfat filtriert und das Filtrat im Extraktions- 
apparat mit Ather extrahiert. Sowohl aus der Mutterfliissigkeit, 
die sich im Apparat befand, als auch aus dem Ather schied sich: 
eine Substanz aus. Sie krystallisierte in Nadeln und gab die 
Kretschysche Reaktion und die Jaffésche Reaktion und schmolz 
bei 271° unter Zersetzung. Die Eigenschaften stimmten also mit 
denen der Kynurensiure iiberein. 

3,07 mg Substanz gaben 0,183 cem N (27,5°, 760 mm) (Dumas). 

C,,H,NO Ber. N 6,76 °%, 
Fe Gef. ,, 6,78 


1) Ber. chem. Ges. 15, 2084 (1882). 


2 
Vv 
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5, Ein Farbstoff. 


Die Mutterlauge der Kynurensiiure wurde dann mit Barium- 
carbonat von der Schwefelsiiure befreit und auf dem Wasserbade 
eingeengt. Ks wurde dabei eine amorphe gelbe Substanz in ge- 
ringer Menge ausgeschieden, die aus der unterwegs gebildeten 
o-Aminobenzoylbrenztraubensiiure durch irgendeine Kondensation 
gebildet zu werden scheint. 


III. Mitteilung: Uber die Spaltung des Kynurenins mittels Natrium- 
bicarbonatlosung. 


Von 


Y. Kotake und G. Shichiri. 


Aus den Untersuchungen von Kotake, Iwao und Kiyo- 
kawa’), geht hervor, daB dem Kynurenin Struktur I (S. 146) 
zukommt: 

Das Kynurenin ist fest gegen Siiuren, ist aber sehr empfind- 
lich gegen Alkalien, so daB es sich schon beim Kochen mit einer 
verdiinnten Natriumbicarbonatlésung unter Abspaltung von Ammo- 
niak zersetzt. Das Aminoacetophenon, das bei Spaltung des 
Kynurenins mittels Barytwasser zum Vorschein kommt, wird hier- 
bei nur in einer kleineren Menge gebildet; anstatt dessen tritt 
aber eine itherlésliche Substanz in einer gréBeren Menge auf, 
die leicht krystallinisch erhalten wird. 

Bei Spaltung des Kynurenins mittels Barytwasser wird 
Kynurensiiure gebildet, die nebst dem o-Aminoacetophenon in 
der Spaltungsfliissigkeit enthalten ist. Da die Spaltung hierbei 
unter Abspaltung von Ammoniak und Kobhlensiiure vor sich geht, 
wird sie wie 8. 148 angedeutet verlaufen. 

Die bei diesem Vorgang als Zwischenprodukt auftretende 
8-Diketosiiure ist o-Aminobenzoylbrenztraubensiure (Formelbild 
IIa und Ilb S. 148). Wir halten deshalb fiir méglich, daB die 
obenerwihnte iitherléslicbe orangegelbe Substanz aus der letzten 
besteht, weil sie bei weiterer Spaltung leicht Aminoacetophenon 
und zugleich Kynurensiure liefert. Diesbeziigliche Untersuchungen 
bilden folgende Mitteilung. 


1) Vgl. 1. und 2. Mitteilung. 














ani 
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Experimentelles. 
1. Saure atherlosliche orangegelbe Substanz. 


Das Kynurenin wurde mit der 10fachen Menge 2°/,iger 
Natriumbicarbonatlésung versetzt und am RiickfluBkiihler zum 
Sieden erhitzt, wobei sich die Fliissigkeit anfangs kanariengelb 
und dann orangegelb fairbte. Es wurde hierbei eine Ammoniak- 
entwicklung beobachtet und bald zeigte sich eine Fluorescenz. 
Bei weiterem Erhitzen nahm die Farbe der Fliissigkeit mehr 
oder weniger ab und wurde etwas briiunlich. Das Kochen wurde 
nach 1—2 Stunden unterbrochen und die Spaltungsfliissigkeit 
ohne weiteres mit Ather ausgeschiittelt, wobei die gebildete kleine 
Menge Aminoacetophenon beseitigt wurde. Dieses ist leicht er- 
kennbar durch den jasminartigen Geruch und die Eigenschatt, 
mit Salzsiiure und Acetyl leicht krystallisierende Verbindungen 
einzugehen. Die Mutterlauge wurde nun mit Schwefelsiiure an- 
gesiiuert und mehrmals ausgeiithert. Der Ather wurde sofort 
verjagt; es schied sich hierbei in einer gréBeren Menge die ge- 
suchte orangegegelbe Substanz ab, die bald krystallinisch erstarrte. 
Sie wurde im Exsiccator im Dunkeln aufbewahrt. 

Die Ausbeuten des o-Aminoacetophenons und der orange- 
gelben Substanz weichen besonders durch die Kochdauer ziem- 
lich voneinander ab, wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist: 














Kynurenin a o-Aminoaceto- Orangegelbe 
g Std. phenon Substanz 

8 g 

0,7 1 0,0120 0,5363 

1,4 1 0,0177 0,9806 
0,5 1,5 0,0155 ae 
1,0 1,5 0,0241 an 

0,5 3 0,0390 0,3010 

0,5 3 0,0359 0,3408 

0,5 3 0,0496 0,2900 

7 5 0,0513 0,4121 

Kigenschaften. 


Die auf diese Weise dargestellte orangegelbe Substanz war 
sehr unbestindig, so daB sie sich durch Luft, Licht und Wirme 
sehr leicht veriinderte. Der Schmelzpunkt war nicht konstant, 
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sondern etwas verschieden, je nach dem Priparat. Dasjenige, 
das bei kiirzerem Kochen gebildet war, schmolz niederer, z. B. 
schon bei 80—100°C, und krystallisierte langsamer; dasjenige 
das durch lingeres Kochen erhalten war, schmolz hoéher, z. B. 
bei 130—160° C, und krystallisierte schneller. 


Wird die orangegelbe Substanz mit warmem Wasser behandelt, 
so tritt eine Kondensation ein, so dai unter Abscheidung einer 
dligen Substanz nur ein Teil in Lésung geht. 


Methylesterchlorhydrat. 


Nach den Eigenschaften ist unsere Substanz kein einheitlicher K6rper. 
Da sie aber der Hauptsache nach aus der Aminobenzoylbrenztraubensiiure 
zu bestehen schien, haben wir versucht, zuniichst ein Esterchlorhydrat 
herzustellen. Es gelang, und das gebildete Methylesterchlorhydrat krystal- 
lisierte im Vakuum in farblosen itherunléslichen Prismen. Es firbte sich 
aber bald an der Luft dunkelbraun unter Verharzung. Der von Salzsiiure 
befreite Methylester stellte ein gelblich gefiirbtes Ol dar und seine ithe- 
rische und alkoholische Lésung zeigte eine griine Fluorescenz. 


Pyrazolderivat. 


Die erwihnte Substanz wurde nach dem Verjagen des Athers un- 
mittelbar in Wasser gelést, mit etwas Phenylhydrazinchlorhydrat versetzt, 
etwas Soda hinzugefiigt und einige Minuten gekocht. Nach dem Erkalten 
und Beseitigung vom iiberschiissigen Reagens wurde mit Ather ausgeschiit- 
telt. Der Ather hinterlieB beim Abdampfen ein gelbbraunes Harz, das 
beim Zusatz der konzentrierten Schwefelsiure eine schéne blaue Firbung 
zeigte. Als wir uns bestrebten, diese Verbindung krystallinisch zu er- 
halten, gelang es nicht. Ihre Konstitution ist also noch nicht bestimmt. 
Nach den Eigenschaften fassen wir aber vorliiufig ein Pyrazolderivat ins 
Auge, das etwa wie folgt konstruiert sein soll: 


H 
C 
os, 
HC CH 














eee 
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Semicarbazon. 


In ahnlicher Weise konnten wir aus der geschilderten Substanz cin 
Semicarbacidderivat darstellen. Es krystallisierte aber ebenfalls nicht. 


Weitere Zerlegung. 


Dann wurde unsere Substanz mit Natriumbicarbonatlisung 
oder Barytwasser weiterer Zerlegung unterworfen. Sie gab hier- 
bel eine gréBere Menge Aminoacetophenon, ohne dab weitere 
Ammoniakentwicklung beobachtet wurde. Dieses Ergebnis steht 
auch mit unserer obenerwahnten Annahme in gutem Kinklang. 

Interessanterweise wurde hierbei ein basischer Farbstoff ge- 
bildet, der in Alkohol und Ather léslich war und bei einer 
passenden Verdiinnung ein Absorptionsband in der Niihe von J 
des Spektrums zeigte. 


Kynureningelb. 


Zur weiteren Untersuchung wurde die obenerwihnte orange- 
gelbe Substanz in warmem Wasser gelést, wobei sie zum Teil 
in Lésung, zum Teil in eine 6lige Substanz iiberging, wie schon 
vorher erwihnt. Die letztere, die sich bald dunkelbraun firbte, 
wurde filtriert und das Filtrat unter Zusatz von Tierkohle wieder- 
holt ausgeiithert. 

Die auf diese Weise gewonnene gelblich gefiirbte, eine inten- 
sive blaue Fluorescenz besitzende Atherlésung hinterlieB beim 
Verdunsten des Athers eine gelbe krystallinische Substanz. Zur 
Reinigung wurde sie aus Chloroform umkrystallisiert, wobei sie 
in sechsseitigen Prismen vom Schmelzpunkt 182° C krystallisierte. 
Wir méchten diese Substanz ,,Kynureningelb‘ nennen. Sie lost 
sich leicht in warmem Wasser, reagiert kongosauer, schmeckt 
bitter und ihre &therische sowie alkoholische Lisung zeigt eine 
intensive Fluorescenz. Durch die Einwirkung von Licht, Luft 
und Warme wird sie leicht veriindert und nimmt eine blaue 
Farbe an. 

Das Kynureningelb gibt die Diazoreaktion nach Ehrlich und 
und auch schon Kynurensiurereaktion nach Jaffé, die Kretschy- 
sche Reaktion fallt aber negativ aus. 

Eine itherische Kynureningelblésung schied beim Stehen- 
lassen an der Luft allmahlich einen gelblichweiBen Niederschlag 
von einem bitteren Geschmack ab. Er wurde filtriert und aus 
Wasser umkrystallisiert; die hierbei ausgeschiedene nadelférmige 
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Substanz schmolz bei 270—271°C. Sie gab die Reaktionen von 
Jaffé und Kretschy und bildete mit Baryt ein in einer charak- 
teristischen Form krystallisierendes Salz. Es war also Kynuren- 
saure. 

Das Kynureningelb gab nach Kjeldahl (12 Stunden mit 
Schwefelsiiure erhitzt) folgende Stickstoffwerte: 

1, 0,0649 g Substanz verbrauchten 3,31 cem n/10-Schwefelsiiure, N 7,14°/,. 

2. 0,1542 g * 8,63 cem ” ele 

Der durchschnittliche Wert wire also etwas zu hoch fiir die 
Kynurensiiure berechnet. 

Die Lisung des Kynureningelbs reagierte sauer und der ge- 
fundene Titrationswert stimmte mit dem der Kynurensiure iiberein. 

1. 0,0284 g Substanz verbrauchten 1,55 eem n/10-Natronlauge. 

2. 0,0740 ¢ - ” 3,92 cem % 

K's geht also hervor, daB das Kynureningelb eine der Kynuren- 
siiure nahe verwandte Substanz ist. Vielleicht bildet im Molekil 
o-Aminobenzoylbrenztraubensiiure schon zum Teil den Chinolinring. 
Wir hoffen durch weitere Untersuchungen ihre Struktur sicher 
zu entscheiden. 

Aus dem Geschilderten kénnte man mit groBer Wahrschein- 
lichkeit schlieBen, daB die aitherlésliche orangegelbe Substanz, die 
bei Spaltung mit Soda aus dem Kynurenin gebildet wird, vor- 
wiegend aus o-Aminobenzoylbrenztraubensiure besteht, die schon 
zum Teil in einer Kondensationsform vorhanden zu sein scheint. 


2. Kynurensaure. 


Wie erwihnt, geht das Kynureningelb schon beim Stehen- 
lassen in itherischer Liésung zum Teil in Kynurensi&ure iiber. 
So haben wir uns mit der Bestimmung der letzteren beschiftigt, 
die iiberhaupt bei Sodaspaltung des Kynurenins gebildet wird. 

Das Kynurenin wurde wie oben gespalten und nach Beseitigung 
des gebildeten Aminoacetophenons mit Schwefelsiure stark an- 
gesiiuert, mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand, der bald 
krystallinisch erstarrte, wurde bei 150°C 10 Stunden lang ge- 
trocknet, wobei er sich in dunkelbraunes Pulver verwandelte. Es 
wurde dann in Ammoniak gelést, mit Salzsiure versetzt und 
dadurch unreine Kynurensiiure zur Abscheidung gebracht. 

Die Mutterlauge der Atherextraktion wurde mit Soda neu- 
tralisiert und auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampft, 
ebenfalls bei 150° C getrocknet und einmal mit verdiinnter Salz- 
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siure behandelt. Die dabei ungelést gebliebene Substanz wurde 
in Ammoniak gelést und durch Zusatz der Salzsiure wieder nieder- 
geschlagen. 

Beide unreine Kynurensaurepriiparate wurden vereinigt, durch 
Bariumsalzbildung vorsichtig gereinigt und gewogen. 





; Kynurenin Kochdauer Kynurensiiure Kynurensiure 
Nr. Kynurenin 
g Stdn. g "lo 
‘. 0,5 3 0,0660 15,0 
2, 0,5 3 0,0957 21,8 
3, 0,7 5 0,129 20,2 
4, 0,5 5 0,0997 22,7 














Daraus ersieht man, daB das Kynurenin bei Spaltung mit 
Natriumbicarbonatlésung etwa 20°/, Kynurensiiure bildet. 

Zum Vergleich wurden auch einige Spaltungsversuche des 
Kynurenins mittels Barytwasser ausgefiihrt und aus dem Spaltungs- 
gemisch die Kynurensiiure isoliert und zwar wie folgt: 

Das Kynurenin wurde mit der 10fachen Menge 1°/, igen 
Barytwassers am RiickfluBkiihler erhitzt. Aus der Spaltungs- 
fliissigkeit wurde zuniichst durch Ausschiitteln mit Ather das ge- 
bildete Acetophenon entfernt, dann Kohlensiure durchgeleitet, in 
der Wirme vom gebildeten Bariumcarbonat abfiltriert, und auf dem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde dann 
bei 150° C getrocknet und darauf mit Ammoniak und Salzsiiure 
behandelt, wie erwihnt. 

Die in dieser Weise erhaltene unreine Kynurensiiure wurde 
ganz vorsichtig einmal in das Bariumsalz iibergefiihrt und wieder 
in Freiheit gesetzt. 





Kynurensiiure 





Kynurenin | Kochdauer cine Kynurensiure a : 
Nr. acetophenon Kynurenin 
g Stdn. g g °F 
a 0,5 3 0,1510 0,0926: 21,1 
2. 0,5 5 0,1484 0,0842 19,2 
3. 0,5 5,5 0,1541 0,0830 18,9 

















Aus den zwei letzten Tabellen geht hervor, daBé die Kynuren- 
siuremenge, die bei Spaltung des Kynurenins gebildet wird, sowohl 
bei Spaltung mit Natriumbicarbonatlésung, als auch bei der mit 
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Barytwasser, eine gleiche ist, und zwar etwa 20°/, des urspriing- 
lichen Materials betrigt. 

Die gewonnene Kynurensiure wurde nochmals in Ammoniak 
gelést, durch Salzsiure wieder ausgefillt und von neuem ins 
Bariumsalz iibergefiihrt. Die Bariumbestimmungen gaben fol- 
gende Werte: 

1, 0,1067 g Substanz gaben 0,0484 g Bariumsulfat. 

2. 0,0875 g » »  0,0398 g - 

(C,,>H,NO,),Ba Ber. Ba 26,75°/, 

Gef. 1. ,, 26,69°/, 2. Ba 26,76°,. 

Kis ist also sicher, daB das analysierte Bariumsalz kynuren- 
saures Salz war. Die von diesem Bariumsalz befreite Kynuren- 
siure schmolz bei 270—271° C unter Zersetzung. 


a 


Anhang. 


Kine Farbenreaktion des Kynurenins 
(Reaktion von Kotake und Shichiri). 


Das Kynurenin gibt schon als solches beim Erhitzen mit 
Natriumbicarbonatlésung bei Gegenwart von Phenylhydrazin eine, 
wie wir annehmen, Pyrazolverbindung, welche beim Zusatz von 
Schwefelsiiure eine blaue Fiirbung zeigt. Diese Reaktion ist zum 
Nachweis des Kynurenins besonders geeignet. Sie wird wie folgt 
ausgefiihrt: 

Kine kleine Menge Kynurenin wird in wenig Wasser gelést, 
mit kleiner Menge Phenylhydrazinchlorhydrat versetzt, mit Natrium- 
bicarbonatlésung alkalisch gemacht. Das Gemisch wird einige 
Minuten zum Sieden erhitzt und nach dem Erkalten konzentrierte 
Schwefelsiiure hinzugefiigt. Es tritt hierbei eine blaue Farbe auf. 


IV. Mitteilung: Uber den Mechanismus der Kynurensdurebildung 
im Organismus. 


Von 
Y. Kotake. 


Mit 1 Fizur im Text. 


Tryptophan geht in den meisten ‘Tierkérpern, sogar durch 
Bakterien!) zum Teil in Kynurensiiure iiber, deren Struktur vor 
allem durch die Untersuchungen von E. Spith?’) festgestellt 
worden ist. 





') Noch nicht publiziert. 
2) Mh. Chem, 42, 89 (1921). 
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Der Mechanismus ihrer Bildung ist aber bisher noch nicht 
ganz klargelegt. A. Ellinger und Z. Matsuoka’) haben bei 
Einfiihrung des Tryptophans in den Kaninchenorganismus eine 
kleine Menge Kynurenséure im Harn nachgewiesen. Auf Grund 
dieser Auffindung haben sie eine Hypothese aufgestellt, da’ die 
KXynurensiure im Organismus aus dem 'I'ryptophan in folgender 
Reihenfolge entstehen soll: 

H H 
C C 


4 


ZN Zn™N | | 
HG C—C-CH,-CHNH,-COOH HG © ----C-CH,-CO-COOH 


| 
i | | | 
HC CC CH > HC C CH 


a ill sail ae ee 
C N C N 
H H H at 
H H 
Co ©  CO-CH,-CO-COOH 
wa Pe 
HC C-CO-CH,-CO-COOH HC CG 
| § | | 
HC C —> BG 3 
er lle 
©  NH-COOH G NH, 
H H 
H O H OH 
C C C C 
Pe, se es i 
HC GC CH, HG GC CH 
a | > | | | | 
HC C C-COOH HC C C-COOH 
i ll i 
C N C N 
LI H 


Sie nehmen also an, daB der Stickstoff des Chinolinkerns in 
der Kynurensiure urspriinglich zum Indolkern des ‘T'ryptophans 
gehért. Neuerdings hat W.Robson?) die Zersetzbarkeit von Bz-3- 
Methyltryptophan, 8-Methylkynurensiure und 6-Methylkynurensiure 
im Kaninchenorganismus untersucht und gefunden, daB die erste 
und die zweite Substanz vollstandig verbrannt wurden, wiihrend 
die dritte unverindert im Harn ausgeschieden wurde. Darauf 
sprach er den Gedanken aus, daB die Kynurensiurebildung im 
Organismus aus Tryptophan unter Eliminierung des Pyrrolstick- 
stoffs verlaufen soll. 


1) Diese Z. 109, 259 (1920). 
2) J. of biol. Chem, 62, 496 (1924). Biochem. J. 22, 1157 (1928). 
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¢ /N=C— COOH 
ee . in" Fr denne 
HC C——-C—CH,—CHNH,—COOH i C—C—OH 
| | 
» Oe CH —>- 2 Ga 
HC C/“ CH 
SAKZ y 
C N 7 
H 4H 


Seit der Entdeckung des Kynurenins haben wir uns lange 
damit beschiftigt, uns besonders iiber dessen Beziehung zur 
Kynurensiiure klar zu werden. Wir sind jetzt imstande zu be- 
haupten, daB die Kynurensiurebildung im Organismus aus Trypto- 
phan tiber das Kynurenin vor sich geht, 





H H 
C C COOH 
CN ; wm ; 
H@ C—C-CH,-CHNH,-COOH HG G-C=CH-CHNH,-COOH 
| | —> | I 
HC C CH HC © 
ee — 
G N I © NH, I 
H H H 
H OH 
Pr, 
HC C CH 
ae é | 
HC C G—COOH | 
C N II 
H 
vor allem auf Grund folgender Tatsachen: 
1. Das Kynurenin wird von Kaninchen bei Darreichung des 


Tryptophans unter Umstinden so reichlich im Harn ausgeschieden, 
daB die Menge oft etwa 50°/, des gegebenen Materials betrigt. 

2. Die Kynurensiuremenge, die bei EKinspritzung des Trypto- 
phans im Harn ausgeschieden wird, verhilt sich umgekehrt zur 
Menge des gleichzeitig ausgeschiedenen Kynurenins, so daB bei 
reichlicher Ausscheidung des letzteren manchmal die Kynurensiure 
ganz vermibt wird. 

3. Das Kynurenin wird sehr leicht im Organismus zerstort, 
z. B. verschwindet es bei Kaninchen bei subcutaner Applikation 
in einer Menge von 0,5—1,0 g vollstiindig, wobei stets eine be- 
stimmte Menge Kynurensiiure (20—40°/, des Ausgangsmaterials) 
im Harn ausgeschieden wird. 

4. Das Kynurenin wird nicht nur im Tierkérper, sondern auch 
in der tiberlebenden Hundeleber in die Kynurensiure umgewandelt. 
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5. Das Kynurenin wird sogar durch gewisse Mikroorganismen 
ebensogut wie im Tierkérper in die Kynurensiure iibergefihrt. 

6. Auch wird das Kynurenin beim Kochen mit verdiinnter 
Baryt- oder Natriumbicarbonatlésung schon zum Teil in die 
Kynurensiure umgewandelt. 


Mechanismus. 


Zunichst wurde durch folgende Feststellungen bestimmt, daB 
das Kynurenin die Konstitution II besitzt: 

1. Die Analysenzahlen des Kynurenins entsprechen der Zu- 
sammensetzung C,,H,,N,O,, und das Kynurenin gibt mit einem 
Molekiil Schwefelsiiure ein krystallinisches Salz. 

2. Das Kynurenin ist eine fast neutral reagierende Substanz, 
so daB selbst seine konzentrierte Lésung sehr schwach sauer reagiert. 

3. Das Kynurenin ist optisch aktiv und zwar die freie Substanz 
linksdrehend, das Sulfat rechtsdrehend. 

4, Das Kynurenin gibt die Ninhydrinreaktion, Xanthoprotein- 
reaktion, aber nicht mehr die Pyrrolreaktion. 

5. Das Kynurenin gibt keine Fiirbung durch Bromwasser, 
sondern bildet hierbei nur eine Triibung. 

6. Das Kynurenin geht mit Brom eine Verbindung ein, der 
die Zusammensetzung C,,H,,N,O,Br,-H,O zukommt. 

7. Das Kynurenin vermag eine Diester-dichlorhydratverbindung 
einzugehen. 

Die Richtigkeit obiger Strukturformel wurde weiter durch 
Spaltung des Kynurenins mittels Barytwasser bestiatigt, wobei 
o-Aminoacetophenon, Kohlensiure und Ammoniak nachgewiesen 
wurden. Es wurde nebenbei begreiflicherweise eine Kynuren- 
siiurebildung nachgewiesen (vgl. Formelbilder 8S. 148), 

Die Vorgiinge, die sich beim Ubergang des ‘l'ryptophans in 
die Kynurensaure abspielen, sind nicht so schwer begreiflich, wenn 
man die von uns aufgefundenen T'atsachen, insbesondere die Kon- 
stitution des Kynurenins und dazu einige andere Analogien in 
Betracht zieht. 

Ward!) hat angegeben, daB die Indolpropionsaéure im Tier- 
organismus in «-Steliung des Indols eine Oxydation erleidet, so 
daB sie in Form der ¢-Oxyindo!propionsiiure im Harn ausgeschieden 
wird. A. Bezniak?) hat durch Untersuchung iiber seine Giftigkeit 


1) Biochemie. J. 17, 907 (1923). 
2) Biochem. Z. 205, 420 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCV. 11 
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sehr wahrscheinlich gemacht, daB  y-Phenylglutaminsiure im 
Organismus iny-Phenyl-4”-glutaminsiure tibergeht, was allerdings 
mit der Oxydationstheorie von J. Quastel’) in gutem Kinklang 
steht. In Anlehnung an die erwihnten Analogien diirfte man an- 
nehmen, daB der Ubergang des Tryptophans in Kynurenin wie 
folgt verliuft: 











H H 
C C 
A™ a ™ 
HG@ U-——C-CH,-CHNH,-COOH H@ U—-C-CH,-CHNH,-COOH 
| 4 > | | | | 
HC CC CH HC CC  COH 
se" a in, tlie. > il 
C N CU N 
H H H H 
H H 
C COOH C COOH 
wr m™. 3 
HC  C-CH-CH,-CHNH,-COOH HC C-C=CH-CHNH,-COOH 
> | | — | | | 
HC OC HC C 
i ails Ya 
© NH, G NH, 
H H 


Das Kynurenin wird beim Erwiirmen schon in schwach alka- 
lischer Lisung ganz leicht zerstért und hierbei wird eine Ammo- 
niakentwicklung bemerkt. Diese Erscheinung laBt sich durch 
Verschiebung der in der Seitenkette befindlichen Doppelbindung 
leicht erkliren, wie es fiir die Oxydation der Glutaminsiure in 
vivo von Quastel!) wie folgt schematisiert wurde: 


COOH—CH,—CH,—CHNH,—COOH 


(normale Form) 





COOH—CH=CH—CHNH,— COOH 
A A 
Y a 


A| 


COOH—CH,—C—CHNH,—COOH 


(aktivierte Form) 


>  COOH—CH,—CH=CNH,—COOH 
Y 4 
COOH—CH,—CH,—C—COOH 


| 
NH 


') Biochemie. J. 20, 166 (1926). 
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dementsprechend 
H H 
C COOH C COOH 
2 Pin a 
HO €—C=CH—CHNH,—COOH HC® —CH—CH,—C—COOH 
HC © HC C NH 
_—s be aie. 
© NH, G NH, 
H H 


soll die dabei gebildete Iminoverbindung unter Abspaltung von 
Ammoniak und Ameisensiure oder Kohlensiure in eine #-Diketo- 
siure, die o-Aminobenzoylbrenztraubensiiure, iibergefiihrt werden, 
deren Bildung im Reagenzglas von uns ungefiihr sicher nach- 
gewiesen wurde. 


H (COOH iH 
C H GC 
Pe a | Me 
HC C—C—CH,—C—COOH ') HC C— C—CH,—C— COOH 
| | WH > | | dl | 
He oC NH; HC OC OO O 
eg er 
CG Nd, C NH, 
H H 


Nach der neuesten Errungenschaft in unserem Laboratorium ”) 
bildet das Bacterium subtilis aus dem 'I'ryptophan und dem Kynu- 
renin nicht nur die Anthranilsiure, deren Bildung schon von 
T. Sasaki’) aufgefunden war, sondern auch gleichzeitig die 
Kynurensiure, eine Tatsache, die hinweist, daB hierbei ebenfalls 
unterwegs die genannte /-Diketosdure entsteht. 


H H 
C C 
i . aa 
HC C—CO—CH,—CO—COOH HC C—COOH 
| i > | | 
HC C HC C 
he ailllie — 
C NH, C NH, 
H H 


Interessanterweise ahnelt das Kynurenin hinsichtlich der Ab- 
sorption im Ultraviolett schon der Kynurensiure, wie es aus 





COOH 


~ - 
“aasene™ 


1) R—C—-CH,—— C—_CO0OH 


O{H OH  ONHH, 
?) Noch nicht publiziert. 
8) J. of Biochem. 2, 251 (1923). 
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folgenden Absorptionskurven ersichtlich ist, und zwar wurde die 
Kurve des Kynurenins in 3/,05, 2/5090 UNG "/ro0099 Losung des- 
selben von G. Shichiri mit Hilfe des spektrophotometrischen 
Apparates von Adam Hilger gewonnen [die zum Vergleich 
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gestellte Kynurensiurekurve rihrt von der Untersuchung von 


W. Ward!) her}. 
Man kénnte also die Kynurensiurebildung aus Kynurenin 


folgendermaBen ohne besonderen Zwang schematisieren: 


H H 
© COOH 5 
Y i ae —, 
HC C-C—CH-CHNH,-COOH HC  C-CO-CH,-CO-COOH 
| | > | | 
HC ‘f HC C 
de ae ti 
C NH, C NH, 
H H 
H H OH 
C C C 
wr, ’ Og 
HC C-COH=CH-CU-COOH HC C CH 
> | | “oe I | 
HC 6. HC C C-COOH 
i atin tite al 
C Wd, Cc N 
H H 


1) Biochemie. J. 17, 907 (1928). 
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Der Weg der Kynurensiurebildung aus Tryptophan iber 
Indolbrenztraubensiure ist vorliufig als Nebenweg zu betrachten, 
weil die genannte Ketosiure als Stoffwechselprodukt des Trypto- 
phans bisher noch nicht isoliert ist, und weil aus ihr eine Kynuren- 
siurebildung im Vergleich zu Kynurenin und Tryptophan in viel 
geringerem Mafe stattfindet. Der Mechanismus ist aber vielleicht 
nicht anders als der aus Kynurenin, nur mit einer Abweichung 
im Stadium der Ammoniakabspaltung wie folgt: 


H H 
C C 
mo, oN 
H@ U—C-CH,-CHNH,-COOH HC’ 0—C-CH,-CO-COOH 
| | \ > | i ) 
HC © CH HC CG. CH 
ae a ae 
G N oe N 
H H H H 
H H 
C C COOH 
“oN ZN | 
HG U-——C-CH,-CO-COOH HG 0-CH-CH,-CO-COOH 
» | | | =" | 
C  COH HO. CG 
a ee ye 
y xX | © Nu, 
H #H H 
H H OH 
C Cc OC 
“~~ Pe 
HG U-CO-CH,-CO-COOH HO GW CH 
| I — | | | 
HC OC HC CG C-COOH 
Sy or ae 
( NH, © N 
H H 


Jedenfalls wird die Ansicht von Ellinger und Matsuoka 
iiber den Stickstoftursprung der Kynurensiiure durch unsere Unter- 
suchungen wieder unterstiitzt. 


Zum SchluB méchte ich noch einmal den ganzen von uns 
entwickelten Mechanismus der Kynurensiurebildung im Organis- 
mus iibersichtlich wiedergegeben. 
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V. Mitteilung: Uber die Kynurensiurebildung aus Kynurenin 
durch Mikroorganismen. 


Von 


G. Shichiri und M. Kiyokawa. 


In gewisser Bedeutung stellt das Tryptophan, wie Prof. Kotake 
aussagte, nebst dem Cystin und dem Arginin eine Aminosaure 
von zwei Kinheiten dar, so daB das Tryptophan im Organismus 
leicht in eine andere neue Aminosiiure, das Kynurenin, iibergeht. 
Nach den Untersuchungen, die in unserem Laboratorium aus- 
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gefiihrt waren, ist diese neue Aminosiiure nicht nur eine Vorstufe 
von Kynurensiure, sondern auch eine Muttersubstanz von Uro- 
chromogen bzw. Urochrom. Nun haben wir uns dafiir interessiert 
zu wissen, welche Umwandlung das Kynurenin durch Mikroorga- 
nismen erleidet. Zu diesem Zweck wurde eine Art Schimmel- 
pilz, Oidium lactis, und eine Art Hefe, Willia anomala, benutzt. 
Beide von uns verwendeten Stimme wurden von der hiesigen In- 
dustriellen Akademie zur Verfiigung gestellt, wofiir wir an dieser 
Stelle unseren besten Dank aussprechen miéchten. 

Diese Untersuchung fiihrte uns zum Resultat, daB in beiden 
Versuchen stets Kynurensiure entsteht, ein Beweis, daB das ‘T'rypto- 
phan, wenn einmal ins Kynurenin umgewandelt, biologisch leicht 
in Kynurensiure iibergefiihrt wird. 

Interessanterweise hat der eine von uns (S.) gefunden, daB 
bei Einwirkung der genannten Hefe auf das Kynurenin urochrom- 
ihnliche Substanz in der Nihrfliissigkeit entsteht. Man kénnte 
daraus ersehen, daB die Spaltung des Kynurenins durch die Hefe 
im wesentlichen nicht anders vor sich geht als die im tierischen Orga- 
nismus. Wir betrachten also diese T'atsache auch als eine weitere 
Stiitze fiir die Anschauung von Prof. Kotake, daB die Kynuren- 
siure- und Urochrombildung im tierischen Organismus aus 'T'ryp- 
tophan iiber Kynurenin erfolgen. 


1. Spaltung des Kynurenins durch Oidium lactis. 


Als Nihrfliissigkeit fiir den Pilz diente nach F, Ehrlich und K. A. 
Jacobsen!) folgende Mischlésung: 


Versuch 1. 


Rohrzucker . . . . 10,0 g, BPO, .. . O035¢, 
Baru, «© ....- O€beg, MgSO,. . . . 0,25g, 
Pm «© + se es > Oe NaCl . . . . Spur, 


Leitungswasser 1000 ccm. 


Die Fliissigkeit wurde 1 Stunde bei 100° C sterilisiert und 
mit 0,6 g Kynurenin, welches mit Alkohol gewaschen und bei 
65° getrocknet war, beschickt und nach dem Erkalten mit Oidium 
lactis geimpft. Da das Wachstum des Pilzes schon am 14. Tage 
seinen Gipfel erreichte, wurde es am 17. Tage durch Erhitzen 
unterbrochen, die von der Pilzmasse (etwa 1 g) abfiltrierte Fliissig- 
keit, mit Schwefelsiiure angesiiuert und in der Kilte stehen ge- 


1) Ber. chem. Ges. 44, 888 (1911). 
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lassen. Am niichsten Tage schieden sich prismatische Krystalle 
von einer rétlichbraunen Farbe ab. Ihr Gewicht betrug 0,2170 g. 
Die Substanz schmolz bei 266° C unter Zersetzung, war in 
Alkohol und Ather schwer léslich, in Alkalien leicht léslich, gab 
die Reaktionen von Jaffé und Kretschy, und ihr Bariumsalz 
krystallisierte in charakteristischen dreieckigen Tafeln. 


0,1590 g Substanz gaben 0,0732 g BaSQ,. 
(C,,H,NO,),Ba Ber. Ba 26,75°/, Gef. Ba 26,54°/, 


Versuch 2. 

An einem anderen Versuche haben wir dasselbe Resultat 
gewonnen und die Ausbeute an Kynurensiure war auch ungefahr 
die gleiche. 

Ks unterliegt also keinem Zweifel, daB das Kynurenin durch 
Qidium lactis in Kynurensiiure umgewandelt wird. 

Die gelblich gefirbte Mutterlauge der Kynurensdéure wurde 
nun mit Natriumcarbonat neutralisiert, unter vermindertem Druck 
eingeengt bis auf 150 ccm, dann mit 10°/, iger Schwefelsiiure an- 
gesiiuert und im Extraktionsapparat mit Ather ausgezogen. Es 
schied sich aus dem Ather eine in Prismen krystallisierte Sub- 
stanz, die bei etwa 122° C schmolz, ab. Sie wurde aber wegen des 
Mangels an Material nicht geniigend identifiziert. Sie war léslich 
in kaltem Wasser, leichter in warmem und reagierte sauer. Még- 
licherweise war es Anthranilsiure, wenn auch der Schmelzpunkt 
dafiir zu niedrig gefunden wurde. 


2. Spaltung des Kynurenins durch Willia anomala. 


Versuch 38. 


0.5 ¢ Kynurenin in 1000 eem Nihrfliissigkeit 
YF a = 


Rohrzucker. . . . 25,0 g, Barty. « « «. BP g, 
MHjSO, ...» « Bde, MgSO, ... . 0,25g, 
CaCl, . . . . . . 0,258. 

Kulturdauer: 33 Tage. Kulturtemperatur: 25—30° C. 


Das verwendete ganz gereinigte Kynurenin wurde zum Sterili- 
sieren 3 Stunden lang bei 70°C getrocknet, in der im voraus 
desintizierten Niahrfliissigkeit gelést und mit Willia anomala ge- 
impft. Das Wachstum der Hefe war schon am 3. Tage sehr 
deutlich, bis zum 15.Tage immer mehr entwickelt und am 33. Tage 
beendet. Die Hefemasse betrug zuletzt 2,8 g. 
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Die Fliissigkeit reagierte am Ende sauer gegen Kongopapier 
und schmeckte schwach bitter. Sie firbte sich gelb und gab 
eine starke Ebrlichsche Diazoreaktion. 

Die ganze Fliissigkeit wurde unter vermindertem Druck ein- 
geengt, mit Schwefelsiure angesiuert und tiber Nacht stehen ge- 
lassen, wobei sich am Boden des Kolbens prismatische Krystalle 
ausschieden. Sie waren schwer loéslich, schmeckten bitter und 
schmolzen bei 266—267° C unter Zersetzung. Sie gaben die 
Jaffésche Reaktion und die Kretschysche Reaktion und bildeten 
ein in einer charakteristischen Form krystallisierendes Bariumsalz. 
Ks war also Kynurensiure. Ihr Gewicht betrug etwa 0,2 g. 

Die Mutterlauge wurde mit Ather ausgeschiittelt, ohne daB 
eine nennenswerte Substanz isoliert wurde. Die mit Ather er- 
schépfte Flissigkeit enthielt noch etwas unverindertes Kynurenin, 
welches durch Fillung mit Phosphorwolframsiure und darauf- 
folgende Spaltung mit Baryt zuriickgewonnen wurde. 


Versuch 4. 
0,5 g Kynurenin in 1000 cem Niihrfliissigkeit. 


Rohrzucker . . . . 20 g, Boers «+ «+ 1S 
Maer, « ss ss » OF fg, (NH)8O, . . . 10g, 
Mas ss st te se OS NaCl und FeCl, Spur. 


Kulturdauer: 89 Tage Kulturtemperatur: 10—27,5° C. 

In diesem Versuch wuchs die Hefe sehr langsam, so daB 
erst nach einem Monate eine diinne Hefehaut an der Oberfliiche 
gebildet wurde. Die Hefemasse betrug am Ende 0,6 g. 

Die von der Hefemasse abfiltrierte Fliissigkeit wurde ver- 
arbeitet, wie oben angegeben. Es wurde 0,07 g Kynurensiiure 
und 0,5 g Kynurenin isoliert. 


Versuch 5B. 


0,5 g Kynurenin in 1000 cem Nihrfliissigkeit: 


Rohrzucker .. . . 25,0 g, meer «cw o 1S gy 
marty « ss ws ws OBB, (NH LSO, . . 10 g, 
amu, . »« « «© « « O68, Harnstoff . . . 0,5 g, 
OM «© « « ow s + O2Se 


Kulturdauer: 83 Tage. Kulturtemperatur: 10—27,5° C. 
Diesmal war die Hefevegetation lebhaft. Sie wurde aber vom 
50. Tage ab immer schwicher, wobei sich die Fliissigkeit im An- 
fang griinlich, dann gelb und beim Ende etwas briunlich firbte. 
Die daraus gewonnenen Substanzen waren 0,03 g Kynurensiure 
und 0,46 g Kynurenin. 
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Versuch 6. 


0,2 g Kynurenin in 1000 cem Niihrfliissigkeit: 


Rohrzucker . 25,0 g, K,HPO, . 1,5 g, 
KH,PO, 0,5 g, (NH,),SO, 1,0 g, 
MgSO, 0,25 g, Harnstoff 0,5 g, 
NaCl und FeCl, Spur 


Derselbe Kulturversuch wurde diesmal in 2 Kolben durch- 
gefiihrt, wobei sich in jedem das Wachstum etwas verschieden 
zeigte. 

Kulturdauer 1 . Kulturdauer 2 


1 und 2: 20—28°C. 


58 Tage. 62 Tage 


Kulturtemperatur 


Ks ergab sich aus dem Versuch 1: 0,115 g Kynurensiiure und 
etwas unverindertes Kynurenin; aus dem Versuch 2: 0,02 g 
Kynurensiure und 0,13 g unverindertes Kynurenin. 

Ubrigens wurde ein Versuch mit «,y-Chinolindicarbonsiure 
angesetzt. Das Wachstum der Hefe war gut. Dessen ungeachtet 
konnten wir keine Kynurensiurebildung beobachten. 

Ubersichtshalber sind die gewonnenen Zahlen, die sich aus 
den Versuchen mit Willia anomala ergaben, in folgender Tabelle 
zusammengestellt: 




















Kynurenin 
die - 
Nr. Zugesetzte Zuriickgewonnene Ky —e 
Menge Menge cf 
in g in g 
a 0,8 _ 0,200 
2. 0,5 0,210 0,070 
3. 0,5 0,148 0,030 
4. (1) 0,2 — 0,115 





Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ist die Menge der Kynuren- 
siiure, die aus Kynurenin durch die genannte Hefe gebildet wird, 
nach den Bedingungen etwas verschieden. Im giinstigsten Fall 


betrug die Ausbeute an Kynurensiure ungefahr 60°/, des an- 
gegriffenen Materials. 

Die Kynurensiiurepraparate, die sich aus verschiedenen Ver- 
suchen ergaben, wurden vereinigt und aus Wasser umkrystallisiert, 
wobei eine kleine Menge griinlich gefairbte Substanz in Lisung ging. 
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Die gereinigte Kynurensiiure wurde in ihr Bariumsalz iiber- 
gefiihrt und analysiert. 

0,0554 g Substanz (getrocknet bei 150° C 4 Stunden lang) gaben 
0,0248 g BaSO,. 

(C,,H,NO,),Ba Ber. Ba 26,75 Gef. 27,11 

Die griinlich gefiirbte wasserlésliche Substanz, die sich ebenfalls 
mit Barium zu verbinden vermag, wurde durch Alkohol gefillt. 
Sie lieB sich aber keineswegs krystallinisch gewinnen. Sie iihnelt in 
den meisten Kigenschaften dem sog. Urochromogen von M. Weib}), 
das im Harn besonders in gewissen pathologischen Fiillen reich- 
lich ausgeschieden wird. Die Lésung gibt die Xanthoproteinreak- 
tion, aber keine deutliche Millonsche Reaktion, wird durch Oxy- 
dation z. B. mittels Permanganat sehr intensiv gelb gefirbt. Sie 
gibt eine Khrlichsche Diazoreaktion und, in alkalischer Reaktion 
stehengelassen, dunkelt sie allmihlich unter Ausscheidung einer 
Art Melanin. Zur niheren Identifizierung sind weitere Unter- 
suchungen erforderlich. 


VI. Mitteilung: Uber die Ausscheidung der Kynurensaure in der Galle 
und ihre Unzersetzbarkeit im Organismus. 


Von 


Y. Kotake und K. Ichihara. 


Vor 3 Jahren haben wir?) vorliufig mitgeteilt, daB die Ky- 
nurensiure nicht nur im Harn, sondern auch in der Galle aus- 
geschieden wird. Da diese Auffindung fiir die Zersetzbarkeit der 
Kynurensiure im Organismus von grundlegender Bedeutung sein 
kann, haben wir uns damit beschiftigt, dies genauer zu verfolgen, 
und gelegentlich die Zersetzbarkeit der Kynurensiure im Orga- 
nismus zu untersuchen. 


1. Vorproben. 


Es wurden in erster Linie einige Vorproben ausgefiihrt, um 
zu erfahren, ob das Jaffésche Verfahren®) fiir die Bestimmung 
der Kynurensiiure in der Galle brauchbar ist. 





1) Biochem. Z. 138, 331 (1922). 
*) Diese Z. 169, 1 (1927). 
8) Dissertation Kénigsberg (1884). 








172 Y. Kotake und K. Ichihara, 


Die Hundegalle in einer Menge von 30 ccm wurde auf dem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft, der Riickstand wiederholt 
mit Alkohol warm extrahiert, bis der Alkohol fast farblos er- 
schien. Die vereinigten Alkoholextrakte wurden nach dem Ver- 
jagen des Alkohols mit wenig Wasser in einen kleinen Kolben 
aufgenommen, mit 25°/,iger Schwefelsiure angesduert, mit wenig 
Ather ausgeschiittelt und iiber Nacht in der Kilte stehen ge- 
lassen. Die abgeschiedene Fallung wurde dann durch ein ge- 
wogenes Filterpapier filtriert. Der Niederschlag wurde zur Be- 
seitigung insbesondere der mitgerissenen Gallenfarbstoffe mit 
Wasser, Alkohol und dann Ather gewaschen, wobei nur eine 
winzige Menge gelbbraunes Pulver in einer Menge von 0,006 g 
zuriickblieb. 

30 ccm Hundegalle wurden mit 0,2262 g Kynurensiure als Natrium- 
salz versetzt und nach Jaffé behandelt, wie angegeben. Der auf diese 
Weise gewonnene Niederschlag war etwas gefirbt, er bestand aus ungefihr 
reiner Kynurensiiure und schmolz bei 267°C unter Zersetzung. Er wog 
0,1923 g, also 85°/, der zugesetzten Kynurensiure entsprechend. 

30 ccm Hundegalle wurden mit 0,1061 g Kynurensiure als Natrium- 
salz versetzt und verarbeitet nach Jaffé. Die zuriickgefundene Kynuren- 
siure betrug 0,1064 g, also 100°/, des zugesetzten Materials. 

Beide Priiparate, die ziemlich stark gefarbt waren, wurden vereinigt 
und ohne weiteres analysiert, um ihre Reinheit zu priifen. 

0,2000 g Substanz verbrauchten, bei 150°C zum konstanten Gewicht 
getrocknet, nach Kjeldahl 10,1 cem n/10-Schwefelsiure. 

C,,H,NO, Ber. N 7,37°/, Get. N 7,07°/, 


Es geht also hervor, daB das von Jaffé herriihrende Ver- 
fahren fiir die Kynurensiiurebestimmung, das urspriinglich den 
Harn betrifft, auch fiir die Hundegalle gilt. 

Wir haben dann an der Galle von Kaninchen einige Vor- 
proben angesetzt. Sie gaben aber in manchen Fillen deswegen 
kein gutes Resultat, weil die beim Ansiuern mit Schwefelsiure 
ausgefillte Kynurensiure beim Stehenlassen eine Schmiere bil- 
dete. Um diese Unbehaglichkeit zu vermeiden, sind wir diesmal 
nach Capaldi!) verfahren. Es ergab einen guten Erfolg 
wie folgt: 

70 ccm Kaninchengalle wurden mit 0,0323 g Kynurensiiure 
als Natriumsalz versetzt. Die Galle wurde nach 2 Stunden nach 
Capaldi mit einer Mischung von Ammoniak und Chlorbarium 
ausgefillt und nach etwa 20 Minuten wurde die Fallung mittels 


1) Diese Z. 23, 92 (1897). 
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einer Nutsche filtriert. Das Filtrat und die Waschfliissigkeit 
wurden auf dem Wasserbade bis zum '/, Volumen eingeengt, mit 
40°/,iger Salzsiure angesiuert, von einer unmittelbar ausgeschie- 
denen kleinen Menge Fillung abfiltriert und stehen gelassen. 
Der von neuem gebildete Niederschlag wurde nun am _ niichsten 
Tag filtriert, mit Wasser, Alkohol und Ather sukzessiv gewaschen 
und zum konstanten Gewicht getrocknet. Es wurden 0,0276 g 
Kynurensiure wiedergefunden, die also 86°/, der zugesetzten 
Kynurensiure entspricht. Die auf diese Weise zuriickgewonnene 
Kynurensaéure war aber mehr oder weniger unrein, im Vergleich 
mit der aus der Hundegalle, so daB der Schmelzpunkt etwas 
niedriger, nimlich bei 256° © lag. 

Zu einer weiteren Vorprobe wurden 70 ccm Kaninchengalle 
benutzt, indem sie mit 0,0348 g Kynurensiiure versetzt und nach 
Capaldi behandelt wurde, wie oben erwihnt. Es wurden 
0,0302 g Kynurensiure, also 86,8°/, des zugesetzten Materials, 
wiedergefunden. 


2. Ausscheidung der Kynurensaure in der Galle. 


A. Versuch an Hunden. 
Unsere Versuche iiber die Frage der Kynurensiiureausschei- 
dung in der Galle wurden erst an Hunden angesetzt. Von den 
Versuchen werden vorliufig zwei in dieser Zeitschrift‘) mitgeteilt. 


+» 


Versuch 3. 


Zum Versuch wurde ein Hund (9,8 kg) benutzt, dem nach 
Heilung der Operationswunde an der Gallenfistel 2,0 g Trypto- 
phan, in 20 ccm Wasser suspendiert, unter die Haut eingespritzt 
wurde. Ks wurden aus der Galle (115,8 ccm) nach Jaffé 
0.2640 g Kynurensiure gewonnen, wihrend im Harn (350 ccm) 
nach Jaffé keine Kynurensiure nachgewiesen wurde. 


Versuch 4. 


An einem Hunde?) (5,7 kg) wurde eine Gallenfistel angelegt 
und nach der Heilung 2,0 g Tryptophan, in 40 ccm Wasser sus- 





1) A.a. O. 

*) An diesem Hunde wurde ein AbszeB an der Injektionsstelle ge- 
bildet. Die geringe Kynurensiureausscheidung in diesem Fall ist also 
wahrscheinlich durch ungiinstige Resorption des Tryptophans bedingt. 
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pendiert, subcutan eingespritzt. Das Tier erschien sehr ange- 
griffen. Es wurden aus der Galle (88 ccm) nach Capaldi 
),075 g, aus dem Harn (108 ccm), ebenso nach Capaldi 0,015 g 
Kynurensiiure gewonnen. 

Alle Resultate (Versuch 4 ausgeschlossen), die bisher an 
Hunden gewonnen waren, sind iibersichtshalber in folgender Ta- 
belle zusammengestellt: 








rr rs Kynurensiiure} 3 Kynurensaure Gesamt- 
~ le ~~ + eo ‘ = ny n a 
Z Be a 5 im Harn = € | in der Galle | kynurensiiure 
5 | ar] ee 2s 
- an) a} (2 a 
2 = 8) t (g) (g) 
6,5 | 130 0,3571 122 0,0610 0,4183 
2 7,3 251 0,1842 131 0,2327 0,4169 
3 4,9 350 Spur 115 0,2640 0,2640 




















Ks unterliegt also keinem Zweifel, daB die Kynurensiure, 
welche im Organismus aus Tryptophan gebildet wird, an Hunden 
stets in der Galle, oft mehr in der Galle als im Harn, aus- 
geschieden wird. Der Umstand, daB an Hunden die bisher ge- 
fundene Kynurensiuremenge bei Tryptophaneinverleibung, selbst 
bei ein und demselben Tier, anders als bei Kaninchen, sehr 
schwankend war, ist vielleicht dadurch erklarlich. 


B. Versuche an Kaninchen. 


Die Versuche an Kaninchen wurden in derselben Weise 
ausgefiihrt wie an Hunden. Da aber uns nicht gelang, das Ka- 
ninchen nach der Fisteloperation lange am Leben zu erhalten, 
wurde das Tryptophan stets unmittelbar nach der Operation ein- 
gespritzt, indem dem Tier spiiter von Zeit zu Zeit eine physio- 
logische Kochsalzlésung oder Ringerlésung subcutan  injiziert 
wurde. 


Versuch 5. 

Kin Kaninchen (2,8 kg) bekam 1,0 g Tryptophan subcutan, 
in 20 ccm Wasser suspendiert. Das Tier lebte 24 Stunden lang, 
indem inzwischen insgesamt 140 ccm Ringerlésung eingespritzt 
wurden. Die gesammelte Galle (103 ccm) wurde nach Jaffé 
behandelt, Kynurensiiture wurde aber nicht gefunden. Aus dem 
Harn (65 ccm) wurden 0,4886 g Kynurensiiure isoliert. 




















a lr nae ep 
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Versuch 6. 


Kin Kaninchen (2,6kg) bekam nach der Operation 1,0 g 
Tryptophan, wie erwihnt. Das Tier lebte 24 Stunden lang, und 
aus der Galle (110 ccm), die ebenfalls nach Jaffé behandelt 
wurde, wurde keine Kynurensiiure nachgewiesen, wihrend im 
Harn (40 ccm) 0,4265 g Kynurensiiure ausgeschieden wurden. 


Versuch 7. 

Kinem Kaninchen (2,7 kg) wurde 1,0 g Tryptophan ein- 
gespritzt. Das Tier lebte 20 Stunden lang. Die Galle (90 ccm) 
wurde diesmal nach Capaldi behandelt, ohne da’ Kynurensiiure 
isoliert wurde. Der Harn, der nur 15 ccm betrug, enthielt nach 
Capaldi 0,169 g Kynurensiure. 


Versuch 8. 


Kin Kaninchen (3 kg), welches 1,0 g Tryptophan bekam, 
lebte 29 Stunden lang, und sonderte 95 ccm Galle ab. Sie wurde 
nach Capaldi behandelt; es wurde aber keine Kynurensiiure nach- 
gewlesen. Der inzwischen gelassene Harn in einer Menge von 
30 com wurde nach Jaffé behandelt, wobei 0,341 g Kynuren- 
siiure isoliert wurden. 

Die Resultate, die sich aus den Versuchen an Kaninchen 
ergaben, sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 





Ver- —— Harnmenge a Gallenmenge Kynurensiure 
es gewicht im Harn Se |: der Galle 
(kg) (ccm) (g) (ecem) (g) 
5 2,8 65 0,4586 103 negativ 
6 2,5 40 0,4265 110 
a 2,7 15 0,1690 90 
8 3,0 30 0,3141 95 

















Daraus geht hervor, daB die Galle an Kaninchen bei der 
Ausscheidung der Kynurensiure sich nicht beteiligt, falls sie 
innerhalb des Koérpers gebildet wird. Dies steht mit den bis- 
herigen Erfahrungen, daB ein und dasselbe Kaninchen bei An- 
wendung von derselben Menge T'ryptophan im Harn fast dieselbe 
Menge Kynurensiure ausschied, in gutem Hinklang. 
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3. Zersetzbarkeit der Kynurensdure im Organismus. 


Bisherige Mitteilungen iiber die Zersetzbarkeit der Kynurensiiure im 
Organismus sind gar nicht iibereinstimmend, wie es aus folgender Tabelle 
ersichtlich ist: 























i ee Kingefiihrte | Ausgeschiedene 
Autoren siascunnal Rapeneione- Kynurensiiure | Kynurensiure 
tiere welsen : 
(gx) im Harn (g) 

Hauser’) Hund per os 0,5000 0,1800 
: - 1,9000 0,0630 
Solomin ?) = subeutan 2,0000 1,8000 
" 7 m 1,0000 0,9800 

-" ‘ per os 1,0000 0,0930 

- ie subcutan 0,6700 0,5520 

9 - per os 1,0000 0,0850 

. Kaninchen subcutan 1,0000 0,6080 

m ‘. per os 1,0000 0,0950 

” 1 subecutan 1,0000 0,5800 

9 9 per os 1,0000 0,2210 
Matsuoka’) is subcutan 0,5000 0,3890 
™ P . 0,5000 0,3590 

- °9 per os 0,5000 0,0590 

» " subcutan 0,5000 0,4900 
Homer *) Hund per os 0,3300 0,2660 
7" , m 0,6900 0,6300 





Da die Kynurensiiure, besonders an Hunden, sowohl im Harn 
als auch in der Galle ausgeschieden wird, sind die bisherigen An- 
schauungen iiber die physiologische Zersetzbarkeit der Kynuren- 
siiure, die nur auf die Untersuchung des Harns gegriindet waren, 
nicht immer richtig. So haben wir an Hunden und Kaninchen 
untersucht, in welchem Umfang die Tiere die in den Kérper 
eingefiihrte Kynurensiure zu verbrennen vermégen. 

Die zum Versuch benutzte Kynurensiiure war diejenige, die aus dem 
Harn des Kaninchens, dem Tryptophan verabreicht war, isoliert wurde. 
Hierbei fanden wir zur Reinigung der Kynurensiiure vor allem das Bleisalz 
sehr geeignet. Das Priiparat, das von uns iiber das Bleisalz gereinigt war, 
schmolz bei 277°C unter Zersetzung. Die Harnsiiurereaktion war ginzlich 


negativ. 


') Arch. f. exper. Path. 36, 1 (1895). 

2) Diese Z, 23, 497 (1897). 

3) Mitt. d. Med. Ges. zu Osaka 16, 565 (1917). 
*) J. of biol. Chem. 22, 391 (1915). 
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A. Versuche an Hunden. 


Versuch 9. 

Einem Hund im Gewicht von 9,8 kg wurde nach der 
Fistelanlegung 0,5 g Kynurensiure als Natriumsalz subcutan ein- 
gespritzt. Der Harn und die Galle wurden wiihrend 22 Stunden 
gesammelt und nach Jaffé behandelt, mit den Resultaten, dab 
aus dem Harn (653 ccm) 0,3902 g, aus der (Galle (103 ccm) 
0,0758 g, insgesamt 0,4660 g Kynurensiure isoliert wurden. 


Versuch 10. 


Kinem Hund (8,5 kg) mit einer Gallenfistel wurde 1,0 g 
Kynurensiure als Natriumsalz unter die Haut eingespritzt. Aus 
der Galle (95 ccm) 0,1856 g, und aus dem Harn (382 ccm) 0,7583 g, 
insgesamt 0,9439 g Kynurensiiure wiedergewonuen. 

Aus diesen zwei Versuchen und aus den spiiter oft in 
unserem Laboratorium ausgefiihrten Versuchen geht es eindeutig 
hervor, daB die Kynurensiure im Hundeorganismus so gut wie 
gar nicht angegriffen wird. Die bisherigen Mitteilungen, die fiir 
die Zersetzung der Kynurensiure sprechen, sind vielleicht deswegen 
wertlos, weil die Ausscheidung derselben in der Galle dabei 
ganz vernachlassigt wurde. 


B. Versuche an Kaninchen. 


Die Ausscheidung der Kynurensiure in der Galle war bei 
Kaninchen immer sehr gering, so dai z. B. im 11. Versuch nur 
0,0226 g gefunden wurden. Die zuriickgewonnene Gesamtmenge 
der Kynurensiure war auch im Vergleich zu den Versuchen an 
Hunden iiberhaupt viel geringer. Dies kommt dadurch zustande, 
daB die einverleibte Siure bei Kaninchen nur langsam aus- 
geschieden wird, und die bei solcher Bestimmung oft verfolgten 
24 Stunden sind fiir ihre vollstindige Ausscheidung gar nicht 
ausreichend, wie aus folgenden Versuchen hervorgeht. 


Versuch 11. 


Kinem Kaninchen mit einer Gallenfistel wurden 0,5 g 
Kynurensaiure als Natriumsalz subcutan eingespritzt. Aus dem 
Harn (65 ccm) und der Galle (139 ccm), die beide wahrend 
24 Stunden nach der Kynurensiureinjektion gesammelt waren, 
wurden insgesamt 0,3516 g Kynurensiure isoliert, und der Harn 
nach Jaffé, die Galle nach Capaldi behandelt. 
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Versuch 12. 

Zum Versucb wurde ein Kaninchen (2,7 kg) gebraucht, dem 
nach der Fisteloperation 0,5 g Kynurensiure als Natriumsalz 
subcutan injiziert wurde. Das Tier lebte nur 9 Stunden 30 Mi- 
nuten. Aus dem aus der Blase erhaltenen Harn (40 ccm) lieB 
sich nach Jaff6é 0,1402 g, aus der Galle (40 ccm) nach Capaldi 
0,0206 g Kynurensaure isolieren. In diesem Fall betrug also die 
wiedergewonnene Kynurensiuremenge nur 0,1608 g gegeniiber 0,5 g 
gebrauchten Materials. 

Versuch 13. 

Kin Kaninchen von 2,8 kg bekam nach der Operation 0,5 g 
Kynurensiure als Natriumsalz, und wurde nach 27 Stunden 
durch Luftembolie getétet. Es sonderte 205 ccm Galle aus der 
Fistel ab, woraus nach Capaldi 0,0323 g Kynurenséure gewonnen 


wurden. 175 ccm Harn aus der Blase gaben nach Jaffé 0,3737 g 
Kynurensaure. In diesem Versuch sind also insgesamt 0,4060 g 


Kynurensiure gegeniiber 0,5 g wiedergefunden worden. 

Aus allen Resultaten, welche in der nichsten Tabelle zu- 
sammengestellt sind, bekommt man den EKindruck, daB die aus- 
geschiedene Kynurensiuremenge bei Kaninchen von der Zeit, die 
nach dem Einspritzen der Kynurensiure verflieBt, abhingig ist; 
je linger das Tier lebt, desto mehr Kynurensaure wird aus- 
geschieden, bis die angewandte Siure schlieBlich ganz oder fast 
ganz quautitativ wiedergefunden wird. 








—— ee —_ 











Kingespritzte | Lebens- | Kynurensiiure |Kynurensiure| Gesamt- 
ni Kynurensiure] dauer | in der Galle | im Harn — |kynurensiure 
(g) (Std.) (g) (g) (g) 
10 0,5000 9,5 0,0206 0,1402 0,1608 
11 0,5000 10 —_ 0,1640 0,1640 
12 0,5000 24 0,0226 0,3290 0,3516 
13 0,5000 28 0,0323 0,3737 0,4060 

















Da es nicht gelang, Kaninchen nach einer Gallenfistelopera- 
tion lange Zeit am Leben zu erhalten, haben wir noch einige 
Versuche an nicht operierten Kaninchen ausgefiihrt, um die oben- 
gepannte Beziehung noch deutlicher zu beweisen. 


Versuch 14. 


Kin Kaninchen (2,0 kg) bekam 0,3 g Kynurenséure subcutan 
in Form yon Natrinmsalz, und der wiihrend 48 Stunden gesam- 
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melte Harn wurde verarbeitet, wobei 0,2836 g Kynurensiiure 
wiedergewonnen wurden. 
Versuch 15. 

Kin Kaninchen (2,54 kg) bekam 0,2 g Kynurensiiure subcutan 
als Natriumsalz. Sie wurde schon binnen 24 Stunden vollstandig 
im Harn ausgeschieden, so daB der spitere Harn keine Kynuren- 
siure enthielt. Daraus ersieht man, daB das Kaninchen die ein- 
gespritzte Kynurensiure je nach der Menge langsamer oder 
schneller in den Harn ausscheidet. Jedenfalls ist derjenige Teil, 
der in der Galle ausgeschieden wird, bei den Kaninchen nicht 


bedeutend. 
4. Zusammenfassung. 

Die Kynurensiure, welche innerhalb des Ké6rpers gebildet 
oder als solche in den K6rper eingefiihrt wurde, wird zum Teil 
in der Galle ausgeschieden. Dies ist besonders bei Hunden der 
Fall, so daB an diesem Tier sehr oft die in der Galle aus- 
geschiedene Menge die im Harn iibertrifit. 

Bestimmt man an Hunden und Kaninchen die Ausscheidung 
der Kynurensiure nach ihrer Injektion sowohl im Harn als 
auch in der Galle, so findet man, daB die Kynurensiure nicht 
im tierischen Koérper verbrannt, sondern quantitativ wieder aus- 
geschieden wird. Man bemerkt hierbei, daB die Kynurensiure 
beim Kaninchen, vor allem bei Anwendung einer gréBeren Menge, 
nur langsam ausgeschieden wird. 

Auf Grund erwihnter Untersuchungen glauben wir, daB die 
Kynurensiiure kein Intermediirprodukt, sondern ein Endprodukt 
des Tryptophanstoffwechsels darstellt. 





VII. Mitteilung. Uber die Bildungsstatte der Kynurensdure 
im Organismus. 
Von 
K. Ichihara, S. Otani und J. Tsujimoto. 
(Unter Mitwirkung von Y. Okagawa u, T. Kiyomatsu). 
Mit i Figur im Text. 





Ks unterliegt vielleicht keinem Zweife), daB die Kynurensiiure 
im Organismus aus dem Tryptophan iiber das Kynurenin gebildet 
wird. Die Frage, wo die Kynurensiure gebildet wird, ist aber 
noch nicht klar gelést. Wenn auch Abderhalden’) behauptet, 





1!) Dariiber wird spiiter ausfiihrlich berichtet werden. 
12* 
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daB die Kynurenséure wenigstens vorwiegend in anderen Organen 
als der Leber gebildet wird, erscheint diese Auffassung insofern 
kaum hinreichend begriindet, als sie sich nur aus den Unter- 
suchungen an dem Hund mit der Eckschen Fistel ergab. Da es 
uns am Hunde gelang, durch einzeitige Operation die Leber zu 
entfernen, so daB er noch 10 Stunden lebte, haben wir unter- 
nommen, an dem operierten Hund zu probieren, ob die Kynuren- 
siurebildung aus Tryptophan noch erhalten war. 


1. Entleberungsversuche. 

Unsere Operation wurde ganz einfach wie folgt durchgefihrt, 
wobei vor der totalen Entfernung der Leber ihre GefiaBe vorsichtig 
unterbunden waren: 

Zunichst wurde die Cava abgeschnitten und eine Glaskaniile 
mit einem kurzen Gummischlauch an einem Ende tief in den 


2292 Zwerchfel/ 
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oberen Abschnitt eingeschoben. In dem unteren Abschnitt wurde 
noch eine Glaskaniile mit einer Abzweigung eingeschoben, indem 
diese mit der Pfortader, welche in der Nihe der Leber ab- 
geschnitten war, und der Stamm mittels des Gummischlauchs 
mit der anderen Kaniile verbunden wurde. Zur Vermeidung der 
Blutkoagulierung wurden die inneren Flachen der Kaniilen und 
der Gummischliuche vorsichtig paraffiniert. Natiirlich muB bei 
Operation der Lufteintritt in die GefaiBe ginzlich vermieden 
werden. Alle diese Verhiltnisse sind aus der vorstehenden Figur 
ersichtlich. 
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Versuch 1. 


An einem miinnlichen Hund von 15,8 kg Kérpergewicht 
wurde unter Morphinnarkose die Leber (370g) auf einmal exstirpiert. 
Binnen 1 Stunde nach der Operation erhielt der Hund 1g Tryp- 
tophan als Lésung unter die Haut und spiiter nach je 20 Minuten 
20 ccm Ringerlésung ebenso subcutan. Der Hund lebte danach 
9 Stunden 35 Minuten lang. Nach dem Tode wurden sofort etwa 
430 ccm Blut gewonnen, dazu noch beim Waschen der Kingeweide 
mit Wasser eine 162 ccm Blut entsprechende Liésung. Ks wurden 
also 592 ccm Blut im ganzen zur Aufsuchung der Kynurensiiure 
verwendet. Die Isolierung der Kynurensiiure geschah nach Jaffé. 
Es gab aber ein negatives Resultat. Der Harn aus der Blase 
in einer Menge von 42 ccm wurde nach Capaldi bearbeitet 
wie folgt: 

Der Harn wurde mit dem halben Volumen Capaldischer 
Lésung versetzt und nach einiger Zeit abfiltriert. Das Filtrat 
wurde dann bis zum }/,-Volumen eingeengt, mit Salzsiiure an- 
gesduert und iiber Nacht stehengelassen. Der dabei ausgefillte 
Niederschlag wurde durch ein gewogenes Filterpapier filtriert, mit 
Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Es wog 0),0238 g, 
gab die Reaktionen von Jaffé und Kretschy und schmolz bei 
236° C unter Zersetzung. Es war also Kynurensiure. 


Versuch 2. 


Ein miannlicher Hund von 15 kg Koérpergewicht wurde unter 
Morphinnarkose operiert (Operationsdauer 45 Minuten). Nach der 
Operation wurde der Harn mittels eines Katheters entnommen 
und dann 2,0 g Tryptophan in 200 ccm 5°/, iger Traubenzucker- 
lésung aufgelést und auf einmal intravenés eingespritzt. Der 
Hund lebte nach der Operation 12 Stunden 30 Minuten lang. 
Inzwischen wurde von Zeit zu Zeit eine konzentrierte Trauben- 
zuckerlésung intravenés injiziert. Der Harn (124 ccm), welchen 
er nach der Leberentfernung entleerte, enthielt Traubenzucker 
und vielleicht eine kleine Menge Tryptophan; allerdings fiel die 
Bromreaktion ganz schwach aus. Die Kynurensiureuntersuchung 
erfolete nach Jaffé, aber mit negativem Resultat. 

AuBerdem haben wir wiederholt dieselben Versuche an mehreren 
Hunden gemacht. Die Resultate waren aber’ immer fast ganz 
negativ, so daB eine Kynurenséurebildung aus Tryptophan nicht 
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mit Sicherheit bemerkt wurde. Man kénnte also daraus schlieBen, 
daB die Kynurensiurebildung aus Tryptophan’) an den leberlosen 
Hunden wenigstens nicht im nennenswerten Umfang stattfindet. 


2. Durchblutungsversuche. 


In einer friheren Arbeit haben Matsuoka und Takemura?) 
mitgeteilt, daB die tiberlebende Hundeleber aus Tryptophan Kynuren- 
siure zu bilden vermag. Nun haben wir ebenfalls an der iiber- 
lebenden Hundeleber einen Durchstrémungsversuch mit dem Kynu- 
renin ausgefiihrt. 

Der dazu benutzte Apparat war derjenige von Neubauer 
und Gro8B*), der von uns etwas modifiziert und nach der An- 
gabe von Matsuoka und Takemura ausgefiihrt wurde. Als 
Durchstrémungsflissigkeit wurde eigenes Blut, welches vorher de- 
fibriniert und mit dem gleichen Volumen Ringerscher Lésung 
versetzt war, verwendet. Am Ende des Versuches wurde die Leber 
mit der Ringerschen Lésung so lange ausgewaschen, bis sich 
die ausstrémende Fliissigkeit nicht mehr intensiv farbte. 


Versuch 3. 


ie Leber (770 g) von einem Hund vom Ké6rpergewicht 18,1 kg 
wurde mit einer Fliissigkeit, die aus Blut und Ringerscher Lisung 
bestand, nach dem Zusatz von 0,7 g Kynurenin 2 Stunden 
30 Minuten lang unter Druck von 10—15 mm Hg durchstrémt, 
wobei die ganze Fiissigkeit etwa 18 mal durch die Leber ging. 
Die Durchstrémungsflissigkeit wurde dann mit der doppelten 
Menge Wasser verdiinnt und nach vollstiindiger Himolysierung 
in einer emaillierten eisernen Schale zum Sieden erhitzt. Das 
abgeschiedene EiweiBcoagulum wurde abfiltriert und wiederholt 
gewaschen. Das Filtrat wurde mit der Waschfliissigkeit vereinigt, 
durch Kochen vollstindig enteiweiBt und auf dem Wasserbade 
bis zum Sirup eingeengt. Es wurde dann mehrmals mit Alkohol 
extrahiert, bis der Alkohol sich nicht mehr farbte. Der ganze 
Alkoholextrakt wurde vorsichtig auf dem Wasserbad verdampft 


') Die Versuche mit Kynurenin sind j°tzt im Gang. 
2) J. of Biochem. 1, 175 (1922). 
3; Diese Z. 67, 219 (1910). 
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und der Riickstand mit 20 ccm Wasser in einen kleinen Kolben 
aufgenommen, mit 25°/, iger Schwefelsiure stark angesiiuert, mit 
etwas Ather iiberschichtet und tiber Nacht in der Kilte stehen 
gelassen, wobei sich an der Grenztliche beider Fliissigkeiten ein 
dunkel gefirbter Niederschlag abschied. Er wurde abfiltriert, mit 
wenig Wasser gewaschen, in verdiinntem Ammoniak gelést und 
durch Ansaiuerung mit verdiinnter Salzsiure wieder ausgefillt. 
Der Niederschlag wog nach Trocknen 0,1245 g. Er bestand aus 
Nidelchen, gab die Jaffésche Reaktion sowie die Kretschy- 
sche Reaktion. Sein Bariumsalz krystallisierte in charakteristischen 
dreieckigen ‘T'afeln, 


0,0823 g Substanz (bei 150° C getrocknet) gaben 0,0663 g Bariumsulfat. 
(C,,H,NO,). Ba. Ber. Ba 26,75°/, Gef. Ba 26,17°/, 


Zur Kontrolle wurde die Leber (440 g) von einem Hunde 
vom Kérpergewicht (16,9 kg) 3 Stunden lang unter einem Druck 
von 5—10 mm Hg durchstrémt, wobei die Gesamtfliissigkeit 
etwa 24mal die Leber passierte. Nach der Beendigung des 
Versuches wurde die Fliissigkeit zwar vorsichtig behandelt, 
wie oben angegeben, aber auch hierbei keine Kynurensiure ge- 
wonnen. 

Aus den Untersuchungen geht hervor, daf das Kynurenin 
in der Leber zum Teil in die Kynurensiure umgewandelt wird. 


Das Geschilderte und das Resultat von Matsuoka und 
Takemura!) weisen darauf hin, daB die Kynurensiiure im 
Gegensatz zu Abderhalden, wenigstens der Hauptsache 
nach, in der Leber gebildet wird. 


3. Auhang. 


Auch Untersuchuugen, die von Kikuchi in unserem Labora- 
torium ausgefiihrt wurden, stiitzen unsere Anschauung, daB die 
Kynurensiurebildung hauptsichlich in der Leber vor sich geht. 
Kikuchi hat an mehreren Hunden mit einer Gallenfistel vor und 
nach Milzentfernung die Menge der Kynurensiiure sowohl im Harn 
als auch in der Galle bestimmt, und gefunden, daB die Aus- 
scheidung der Kynurensiure sich nach der Mijzexstirpation ver- 
mehrt. EKinige Resultate seien hier angefiihrt. 


1) A.a O. 
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Hund Nr.1. Kérpergewicht 6,5 kg. 

















, Gesamt- 
Ver- K Kynuren- menge 
*e] > nuren- 1 241) re 
go eragg, mt , en oe ge K ori Bemerkungen 
phan =} im Harn Galle rca 
(g) (g) (g) (cem) (g) (g) 
2,0 490 0,0980 93 0,1994 0.2974 | Vor der Milz- 
exstirpation 
2,0 300 | 0,1912 80 0,1834 | 0,3746 desgl. 
2,0 240 | 0,1762 103 0,3894 | 0,5656 | Nach der Milz- 
exstirpation 
Hund Nr. 2. Kérpergewicht 5,8 kg. 
2,0 190 0,1254 65 0,2652 0,3806 | Vor der Milz- 
exstirpation 
2,0 188 | 0,0882 63 0,1784 | 0,2666 desgl. 
2,0 130 0,3112 80 0,2576 0,5688 | Nach der Milz- 
exstirpation 











VIII. Mitteilung: Zur Frage der Abstammung des Urochroms. 
Von 
Y. Kotake und H. Sakata. 


(Unter Mitwirkung von Y. Shirabe und S. Otani.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Vor etwa 7 Jahren hat Y. Tani’) aus unserem Institut eine 
Abhandlung iiber die Urochromfraktion des Harns_publiziert, 
welche vom Ursprung derselben handelt. Er hat damals einige 
Aminosiiuren, die irgendeine Beziehung zu der Urochromfrak- 
tion des Harns zu besitzen scheinen, an Menschen und Kaninchen 
per os gegeben und ihre Einfliisse auf die genannte Fraktion 
untersucht. Hierbei gab unter den Aminosiiuren: Tyrosin, Phenyl- 
alanin, Histidin, Cystin und Tryptophan, nur das letztere ein 
positives Resultat, so daf bei dessen Darreichung immer eine 
Steigerung der Urochromfraktion im Harn nachgewiesen wurde. 
Das von Tani fir die Bestimmung der genannten Fraktion ge- 
brauchte Verfahren war aber ein von M. Weiss’) herrihrendes 
iilteres. welches darin besteht, da8 der Harn einfach nach der 


') Mitteilungen d. Med. Ges. zu Osaka, 24, 1457 (1925). 
*) Biochem. Z. 30, 333 (1911). 
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Ammonsulfatsittigung unter Gebrauch des Echtgelbs als Standard- 
farbe kolorimetrisch verglichen wurde. 

Es war nun von besonderem Interesse, unser neuentdecktes 
Zwischenprodukt des Tryptophanstoffwechsels, das Kynurenin, 
hinsichtlich dieser Beziehung zu studieren. Diesmal haben wir 
unternommen, den Harn, der nach Gebrauch des Kynurenins als 
auch des Tryptophans ausgeschieden wurde, nach verschiedenen 
Methoden zu fraktionieren und seine Urochromfraktion vergleichend 
niher zu untersuchen. 


Experimentelles. 


Nach St. Bondzynski, St. Dombrowski und K. Panek?) 
gehért sogenanntes Urochrom zu den Oxyproteinsiiuren, und zwar 
zur Alloxyproteinsiurefraktion des Harns. So haben wir uns 
mit der Frage beschaftigt, ob der Farbstoff, der nach Einverlei- 
bung des Tryptophans im Harn ausgeschieden wird, sich auch 
in der genannten Fraktion zeigt. Der Versuch wurde von einem 
von uns (Shirabe) an sich selbst ausgefiihrt, indem er jeden lag 
eine bestimmte Nahrung und an einem bestimmten Tage Trypto- 
phan aufnahm. Die Fraktionierung der Oxyproteinsiiure erfolgte 
genau nach der Vorschrift von Bondzynski, Dombrowski und 
Panek. 

Das nach diesem Verfahren erhaltene Bariumsalz der 
Alloxyproteinsiurefraktion stellte briiunlichgelbes Pulver dar, 
wihrend deren Calciumsalz gelblichweiB erschien; insbesondere 
die Salze aus dem Harn nach Gebrauch des Tryptophans waren 
intensiv gefarbt. Alle die Barium- und Calciumsalze waren 
leicht léslich in Wasser und ihre wiBrigen Lisungen reagierten 
alkalisch, ergaben die Paulysche Diazoreaktion, sowie die 
Schwefelbleireaktion, aber weder die Biuretreaktion noch die 
Ehrlichsche Diazoreaktion. 

Die auf diese Weise gewonnenen Barium- und Calciumsalze 
wurden besonders durch Beimengung des Kochsalzes stark ver- 
unreinigt, so daB die Gewichte jener Salze fiir die Bestimmung 
der genannten Fraktionen keine Bedeutung besaBen. Es wurden 
also die Salze, jedes fiir sich, wieder in 20 ccm Wasser gelist 
und darin einerseits der Stickstoff nach Kjeldahl, andererseits 
die Farbenintensitat kolorimetrisch nach Weiss bestimmt. 


1) Diese Z. 46, 83 (1905). 
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Tabelle 1. 
Harn- Spez. Urochrom- ! 
‘ G -N 
Datum | menge Reak EE ee N einheit Bemerkungen | 
(cem) ton wicht (g) nach Weiss | 
28.—29. | 2560 sauer 1020 13,197 3717 
(Mai) 
80.—31. | 2580 . 1018 13,412 8775 
1.—2. 2685 1018 13,916 7249 38g Tryptophan 
(Juni) per os auf- 
genommen 
3.—4. 2560 + 1020 13,694 3770 
5—6. | 2490 , 1020 13,115 3735 
Tabelle 2. 
1,.—2. 3740 | sauer 1020 15,457 4107 
(April) 
3.—4. 3530 1018 15,428 4135 
5.—6. 3530 1018 15,664 7948 38g Tryptophan 
per os auf- 
genommen 
7.—8. | 3500 1020 | 15,101 4828 
9.—10. | 3490 1020 15,175 4180 
11 —12. | 3870 1016 | 16,263 8062 3g Tryptophan 
per os auf: 
genommen 
13.—14. | 3570 ; 1020 15,203 4764 
15.—16 3510 - 1020 14,947 4129 
Tabelle 3. 
Gesamt-N der Antoxy- 
Gesamt-N der Alloxy- und Oxy- 
Datum proteinsiiurefraktion proteinsiurefraktion Bemerkungen 
(g) (g) 
28.—29. 0,0324 0,0195 
(Mai) 
30.—31. 0,0347 0,0193 
1.—2. 0,0672 0,0231 8g Tryptophan 
(Juni) per os auf- 
genommen 
<4. 0,0459 0,0221 
5.—6. 0,0314 0,0199 
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Tabelle 4. 
Urochrom- 
Datum Gesamt-N einheit Bemerkungen 
(g) nach Weiss 
1. 0,0476 564 
(April) 
3.—4. 0.0500 609 
5.—6. 0,0773 937 3,0 g Tryptophan per os aufgenommen 
1.—8. 0,0699 808 
9.—10. | 0,0580 676 
11.—12. | 0,0795 1174 deg). 
13.—14. | 0,0616 914 
15.—16. }| 0,0504 727 
Tabelle 5. 
P Gesamt-N 
Harn- | Spez. R der sog. 
eak - -N 5 
Datum | menge Ge- ti seenmt-N Baryt- Bemerkungen 
fans) wicht 10n (g) fraktion 
(g) 
23. 1190 1026 sauer | 10,4699 0,3082 
(Marz) 
24, 1230 | 1024 . 10,5289 | 0,2942 
29. 1200 1025 10,5411 0,3222 
26. 1190 1026 " 10,2032 | 0,4315 | 3,0 g Trypto 
phan per os 
aufgenommen 
27. 970 1028 9,7030 0,3573 
28, 1110 1028 i 10,3259 _ 
Tabelle 6. 
10. 930 1030 | sauer | 10,4484 0,2780 
(Mirz) 
11. 1020 1026 10,3461 0,2782 
12, 940 1030 i 10,733 0,2942 
13. 1360 | 1022 10,3080 | 0,3601 | 2,0 g Trypto- 
phan per os 
aufgenommen 
14. s90 | 1032 " 10,1746 | 0,3119 
16. 1266 1025 ‘ 10,1741 0,2620 
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AuBerdem haben wir im Versuch 1. ein Bariumsalz, das 
aus einem Gemisch von beiden Fraktionen der Antoxy- und 
Oxyproteinsiure bestand, hergestellt. Da dieses Salzgemisch auch 
betriichtliche Mengen Kochsalz enthielt und dessen Gewicht als 
MaB der Mengenbestimmung ohne Bedeutung war, wurde es 
wieder in 100 ccm Wasser gelést und darin der Stickstoff be- 
stimmt. Alle diese Resultate sind in den Tabb. 1—6 zusammen- 
gefaBt. 

Der eine von uns (Shirabe) hat durch Selbstversuch den 
KinfluB des einverleibten T'ryptophans auf die sogen. Baryt- 
fraktion des Harns untersucht, und zwar nach dem Verfahren von 
R. Sassa.!) 

Wir haben uns also tiberzeugt, daB das Tryptophan bei Ein- 
fiihrung in den Menschenorganismus eine betriichtliche Zunahme 
der Urochromfraktion des Harns hervorruft, und wurde dadurch 
das Resultat T'anis bestitigt. 

Nach den Untersuchungen von M. Weiss?) soll das Urochrom 
im ganz frischen Harn nicht als solches, sondern in Form seiner 
Vorstufe, des Urochromogens, enthalten sein, welches nach Weiss 
das Prinzip der Ehrlichschen Diazoreaktion des Harns sein soll. 

Friiher haben wir bemerkt, daf8 im Harn des Kaninchens, 
dem das Tryptophan in einer gréBeren Menge gegeben wurde, 
manchmal die Ehrlichsche Diazoreaktion stark positiv ausfiillt. 
Die Reaktion war aber inkonstant, so daB wir dadurch keinen 
sicheren SchluB iiber die Abstammung des genannten Chromogens 
zu ziehen imstande waren. Neuerdings haben wir von neuem 
mit dem Kynurenin wieder die eben erwihnte Erfahrung ge- 
macht und dadurch wieder eine Gelegenheit gehabt, eine Be- 
ziehung zwischen dem Tryptophan und der Ehrlichschen Diazo- 
reaktion niiher zu verfolgen. 

Es wurde wiederholt sichergestellt, daB, wenn dem Menschen 
und Kaninchen das Kynurenin statt des Tryptophans gegeben 
wird, der spiiter in etwa 5 Stunden gelassene Harn eine deut- 
liche Ehrlichsche Diazoreaktion zeigt. Der Harn besaB hierbei, 
wenn er besonders zur Siittigung mit Ammonsulfat versetzt wird, 
eine griinlich-gelbe Farbe, wie es oft klinisch bei Tuberkulosen 
der Fall ist. Er wurde nach Weiss zunichst mit Bleiacetat 
ausgefillt und das Filtrat vorsichtig mit Natronlauge versetzt, 


1) Biochem. Z%. 64, 195 (1914). 
*) Biochem. Z. 133, 331 (1922). 
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wobei das Urochromogen niedergeschlagen wurde. Der Nieder- 
schlag wurde nun weiter nach der Vorschrift mit Natriumphos- 
phatlésung behandelt, mit Ammonsulfat gesittigt und _ filtriert. 
Die auf diese Weise bekommene Urochromogenfraktion gab alle 
Reaktionen, die von M. Weiss dafiir angegeben waren, vor allem 
die Kaliumpermanganatprobe, Xanthoproteinreaktion und die 
Khrlichsche Reaktion zeigten sich sehr intensiv, waihrend die 
Millonsche Reaktion fast ganz negativ ausfiel. 

Im Harn des einen von uns (Sakata), der etwa 1,5 g Kynu- 
renin per os genommen hat, haben wir sowohl sehr intensive 
Khrlichsche Diazoreaktion wie auch Weisssche Permanganat- 
reaktion beobachtet. Der Harn farbte sich beim Stehenlassen 
an der Luft immer mehr gelb und erreichte zuletzt einen um 
etwa 7mal so hohen Urochromwert als in der Norm. 

Nach unseren Untersuchungen, die ebenfalls an Sakata aus- 
gefiihrt wurden, erleidet das Verhaltnis zwischen der Farben- 
intensitit und der Stickstoffmenge in der Urocbromfraktion durch 
Tryptophaneinfiihrung keine nennenswerte Anderung im Vergleich 
zur Norm, so daB die Tryptophaneinfiihrung die beiden absoluten 
Werte parallel steigerte, wie es aus den Tabellen ersichtlich ist. 
Die Harnreaktion war stets sauer. Urochromeinheit und Diazo- 
werte nach Weiss. 

Die vorliegenden Resultate sprechen alle dafiir, daB das 
Urochromogen oder Urochrom aus dem Tryptophan und zwar 
iiber das Kynurenin gebildet wird. Da aber das Urochromogen 
oder Urochrom nach manchen Autoren schwefelhaltig sein soll, 
kann das Tryptophan oder richtiger gesagt das Kynurenin hierbei 
als dessen Bildungsmaterial dienen, vielleicht als Quelle chromo- 
genen Komplexes. Diese Anschauung steht sowohl mit der von 
Weiss, welcher die Muttersubstanz des Urochromogens in einem 
Benzolderivat, Phenylalanin, ersehen will und auch mit der all- 
gemeinen Auffassung, daB das Urochrom durch den Zerfall des 
KoérpereiweiBes entsteht, in keinem Widerspruch. 


Anhang. 


Interessanterweise wirkt eine Tryptophaneinfiihrung bei den 
an Lungenphthisis leidenden Patienten stark vermehrend fir den 
Diazowert des Harns nach Weiss.') In der Kurve sei hier ein 
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Versuch angegeben, der in unserem Laboratorium an einem 
Patienten von M. Kiyokawa ausgefihrt wurde. 


Ahnliche Versuche wurden auch von T. Nakao ausgefiihrt. 
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Es wurde aber diesmal fiir die Urochrombestimmung das Ver- 
fahren von J. Browinski und St. Dombrowski!) benutzt, wobei 
; das Urochrom durch Reduktion der zugesetzten Jodsiiure gemessen 
| wurde. Als Beispiel sei hier ein Versuch in Kurve angegeben. 





1) J. de physiol. et de pathol. gén. 10, 819 (19038). 
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IX. Mitteilung: Uber die Wirkung des Tryptophans 
auf experimentelle Anamie und ihre Beziehung zur Milz. 


Von 
Y. Okagawa und M. Tatsui. 


1. Anamische Versuche. 


Schon in friherer Zeit wurde das Tryptophan fiir diejenige 
Substanz gehalten, die bei Himoglobinbildung im Organismus im 
Sinne der Materiallieferung eine wichtige Rolle spielt. Abder- 
halden!) schildert das in seinem bekannten Lehrbuch wie folgt: 

» Wenn wir alles zusammenfassen, was wir iiber die Bildung 
von Himoglobin im tierischen Organismus wissen, dann kommen 
wir zum Schlusse, daB ohne jeden Zweifel fortwihrend eine Syn- 
these von Blutfarbstoff und damit von Hamatin erfolgt. Uber 
die Herkunft der einzelnen zum Aufbau der letzteren Verbin- 
dung notwendigen Bausteine kénnen wir zur Zeit gar nichts Be- 
stimmtes aussagen. Es scheint nach allen Erfahrungen, daB der 
tierische Organismus nicht unbedingt auf in der Nahrung vor- 
gebildete Materialien — Abbaustufen des Chlorophylls und des 
Himatins — angewiesen ist, sondern die Synthese des Hamatins 
aus einfacheren Baumaterialien vollzichen kann. Vielleicht wird 
dazu das Tryptophan verwendet. Auch Prolin, Oxyprolin und 
die Glutaminsiure kommen als Baumaterial in Betracht.“ 

Vor etwa 10 Jahren hat S. Hirazawa’) in unserem Labo- 
ratorium durch die Untersuchungen iiber experimentelle Animie 
des Kaninchens darauf aufmerksam gemacht, daB die Injektion 
des Tryptophans eine schnelle Wiederherstellung der Erythro- 
zytenzahl und des Himoglobingehaltes insbesondere des letzteren 
herbeifiihrt. Er deutet diesen Erfolg so, daB das Tryptophan 
hierbei als eine Materialquelle fiir die Himoglobinbildung dient, 
also entsprechend der bisherigen Vermutung. 

Nach den Untersuchungen in unserem Laboratorium soll das 
Tryptophan im Organismus hauptsichlich in der Leber und Milz 
gespalten werden; die Spaltung in der Leber wahrscheinlich tiber 
das Kynurenin, was aber nach den Untersuchungen von Tani- 
guchi*’) keine Beziehung zur Himoglobinbildung zu _besitzen 
scheint. Es liegt also der Gedanke nahe, daB die Spaltung des 
Tryptophans in der Milz fiir die Hamoglobinbildung von beson- 


1) Lehrbuch der Physiologischen Chemie, 3. Aufl., 724. 
*) Mitteilungen d. Med. Ges. zu Osaka 20, 981 (1921). 
‘) Noch nicht publiziert. 
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derer Bedeutung ist. So haben wir auf Veranlassung von Prof. 
Kotake an anaimisch gemachten Hunden, an welchen im voraus 
die Milz entfernt worden war, die Heilwirkung des Tryptophans 
untersucht, und zwar geschah die Erzeugung der kiinstlichen 
Anaimie durch Kinspritzen von Phenylhydrazinchlorhydrat. 

Die Resultate sind in folgenden Tabellen zusammengestellt, und zwar 
enthalten: die Tabb. 1 und 2 die Resultate aus dem Versuch 1 und 2, 
welche als Kontrollen an den normalen Tieren nach der Erzeugung der 
Animie ohne besondere Tryptophaneinfiihrung ausgefiihrt wurden; 

die Tabb. 3, 4 und 5 die Resultate aus den Versuchen 3, 4 und 5, 
welche an normalen Tieren nach der Erzeugung der Aniimie unter wieder- 
holter Einspritzung des Tryptophans ausgetiihrt wurden; 

die Tabb. 6 und 7 die Resultate aus den Versuchen 6 und 7 an 
Tieren, welche am 25. und 41. Tage nach der Milzexstirpation aniimisiert 
wurden. In diesen Versuchen wurde kein Tryptophan eingefiihrt; 

die Tabb. 8, 9 und 10 die Resultate aus den Versuchen 8, 9 und 10 
an Tieren, welche binnen 25—45 Tagen nach der Milzexstirpation aniimi- 
siert wurden. In diesen Versuchen wurde Tryptophan wiederholt injiziert; 

die Tabb. 11, 12, 13 und 14 die Resultate aus den Versuchen 11, 12, 
13 und 14 an Tieren, welche nach Ablauf von einem Jahre nach der Milz- 
exstirpation animisiert und die Tryptophanwirkung ermittelt wurde. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, wirkt das Tryptophan 
gegen eine kiinstliche Animie an Hunden, ebensogut wie an 
Kaninchen (Hirazawa), so dab ihre Wiederherstellung insbeson- 
dere in bezug auf den Himoglobingehalt deutlich beschleunigt 
wird. Diese Wirkung des Tryptophans ist aber eine Zeitlang 
nicht mehr bemerkbar, wenn den Tieren die Milz vorher ent- 
fernt war. 

Daraus geht es hervor, da die Milz bei der genannten Wir- 


kung des Tryptophans eine besondere Rolle spielt. ?) 


2. Tryptophangehalt der Organe. 


Es ist seit Demianowski”) bekannt, daB in der Milz von 
Ochsen und Pferden stets eine kleine Menge Tryptophan in freiem 
Zustand enthalten ist. Nach den Untersuchungen von einem von 
uns (Tatsui) ist das Tryptophan auch in der Milz des Hundes in 
kleiner Menge, aber in viel gréBerem Prozentsatz im Vergleich zu 


1) Diese Methode gestattet selbstverstiindlich keine genaue Bestim- 
mung des freien Tryptophans. Wenn man sie aber iu einem bestimmten 
Organ stets unter denselben Bedingungen ausfiihrt, so kann man dadurch 
nach unseren Erfahrungen den Gehalt an Tryptophan approximativ be- 
stimmen. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dab das von uns ermittelte 
Tryptophan zum Teil in einem gebundenen, aber nicht mehr koagulierbaren 
Zustand vorkommt. 

2) Diese Z. 132, 109 (1924). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCV. Ls 
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Tabelle 1. 
> 6S © = = 2 a ; 
Ss [yo _ JER co] to-| © & 
= = + a= = — o c Bemerkungen 
7000 | 5,94 85 | 0,715 | Durehschnittliche Zahlen in der Norm 
8. - -- ~ Phenylbydrazinchlorhydrat ein- 
(Juli) respritzt 
8. 6200 | 38,00 45 | 0,748 | Hoéchste Anidmie eingetreten 
4 6200 | 6,02 77 | 0,643 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
24, 6400 | 6,08 85 | 0,698 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 
Erythrocytenzahl: 13 
Jie zur Er rforderlichen Tage ve : 
Die zur Erholung erforderlichen Tage Hiimoglobingehalt: 16 
Tabelle 2. 
7200 5,64 85 | 0,750 | Durehschnittliche Zahlen in der Norm 
3. o- Phenylhydrazinchlorbydrat ein- 
(Juli) gespritzt 
8. 7000 | 2,98 40 | 0,666 | Hoéchste Animie eingetreten 
21. 7200 | 5,78 80 | 0,690 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
23. 7200 | 5,83 $5 | 0,729 | Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
; ; is { Erythrocytenzahl: 13 
Die zur Erholung erforderlichen Tage \ Hi : . 
iimoglobingehalt: 15 
Tabelle 3. 
5960 | 6,38 90 | 0,703 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
25. — — Phenylhydrazinchlorhydrat  ein- 
(Juni) gespritzt 
30. 6000 3,88 50 | 0,670 | Héchste Aniimie eingetreten. Alle 
2 Tage 0,3 g Tryptophan (ins- 
gesamt 1,5 g) eingespritzt 
8. 5900 17 90 | 0,867 | Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
(Juli) 
10. 6000 | 6,40 90 | 0,703 | Erythroeytenzahl wiederhergestellt 





Die zur Erholung erforderlichen Tage ) 














{ Erythrocytenzahl: 10 
Hiimoglobingehalt: 8 
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Tabelle 4. 





Datuin 


(Miirz) 
25. 


29. 


Korper- 
gewicht 
(g) 
krythro- 
-cytenzahl 
. (Million) 


6400 


6800 
6800 





Die zur Erholung erforderlichen ‘Tage 


7200 


7300 
7300 





6800 


6300 


6100 


6200 
6200 





Die zur Erholung erforderlichen Tage 











6,68 


5,44 
3.00 


5,64 


4,86 











("/o) 
Farb- 


| Hamoglo- 
| bingehalt 





100 
100 








index 


0,649 


0,677 


0,823 
0,651 





Bemerkungen 


Durchschnittliche Zahlen in der Norm 

Phenylhydrazinchlorhydrat  ein- 
vespritzt 

Alle 


(ins- 


Hichste Animie eingetreten. 
2 Tage 0,3 g Tryptophan 
gesamt 1,5 g) eingespritzt 

Himoglobingehalt wiederhergestellt 

Erythrocytenzahl wiederhergestellt 


Erythrocytenzahl: 11 
Himoglobingehalt: 8 


Tabelle 5. 


erforderlichen Tage 





Durehsehnittliche Zahlen in der Norm 


Phenylhydrazinehlorhydrat ein- 
gespritzt 


Hoéchste Aniimie eingetreten. Alle 
2 Tage 0,3 g Tryptophan (ins- 


gesamt 1,8 g) eingespritzt 
Himoglobingehalt wiederhergestellt 
Erythiocytenzahl wicderhergestellt 
{ Erythrocytenzahl: 12 
| Himoglobingehalt: 9 


Tabelle 6. 


0,610 





Durchschnittliche Zablen in der Norm 


Milzexstirpation 


Phenylhydrazinchlorhydrat  ein- 
gespritzt 


Héchste Animie eingetreten 


Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
Himoglobingehalt wiederhergestellt 


Erythrocytenzahl: 18 


Himoglobingehalt: 22 
is* 
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Tabelle 7. 
S /S5-(£88| ms] 4 = 
3 [e's Mle cals tos a Bemerkungen 
A hz ls R42 ):3-8 caine 
=) 8 4 3S =a 
6200 | 6,79 100 | 0,745 | Durchsehnittliche Zahlen in der Norm 
25. — — — Milzexstirpation 
(Mirz) 
5. 6400 | 6,19 95 | 0,767 | Phenylbydrazinchlorhydrat  ein- 
(Mai) gespritzt 
14. 6000 | 3,20 47 | 0,740 | Héchste Animie eingetreten 
31. 6100 | 6,07 82 | 0,679 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
5. 6000 | 5,99 95 | 0,792 | Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
(Juni) 
; Erythrocytenzahl: 17 
Die zur Erholung erforderlichen Tage : : a 
Hiimoglobingehalt: 22 
Tabelle 8. 
6400 6,72 100 0,742 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
24. -— = _ —- Milzexstirpation 
(Iebr.) 
21. 6000 | 6,18 95 | 0,771 | Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 
31, 6200 | 4,07 65 | 0,797 | Héchste Aniimie eingetreten. Alle 
2 Tage 0,3 g Tryptophan (ins- 
gesamt 3,6 g) eingespritzt 
18. 6100 | 6,12 80 | 0,653 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
(April) 
25. 6200 | 6,28 95 | 0,755 | Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 





Die zur Erholung erforderlichen Tage 


13. 
(Miirz) 
2%. 
(April) 

7. 
(Mai) 


24. 





or 
‘ 


) 


Die zur Erholung erforderlichen Tage 


7000 


7600 


7300 


7300 


7300 








5,89 








“1 
+1 











Erythrocytenzahl: 18 
Himoglobingehalt: 25 


Tabelle 9. 


0,729 





Durchsehnittliche Zahlen in der Norm 


Milzexstirpation 


Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 


Héchste Aniimie eingetreten. Alle 
2 Tage 0,3 g Tryptophan (ins- 


gesaint 2,7 g) eingespritzt 
Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
Erythrocytenzahl: 17 
Himoglobingehalt: 20 





eR Reema 





2S 
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Tabelle 10. 








Die zur Erholung erforderlichen Tage 





Die zur Erholung erforderlichen Tage 


E135 _ 
~ = on 
S 5 e as 
_ 4 bp 
8000 
18. _— 
(Miirz) 
6. 8600 
(April) 
15. 8800 
s 9200 
(Mai) 
4, 9200 
5500 
12. — 
(April) 
18. 5500 
.. 5600 
(Mai) 
4. 5600 
6400 
24. —— 
(Jan.) 
31. 6300 
18. 6400 
(Febr.) 
17. 6400 





Die zur Erholung erforderlichen Tage 


| Erythro- 











eytenzahl 
| (Million) 











5,98 





6,68 


= 
wea] 4 
g to>> z . Bemerkungen 
co 
— 
95 0,701 | Durehschnittliche Zahlen in der Norm 


Milzexstirpation 

12 0,662 | Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 

Hochste Animie eingetreten. Alle 
2 Tage 03 g Tryptophan (insge- 
samt 2,7 g) eingespritzt 

Erythrocytenzahl wiederhergestellt 


40 | 0,615 


70 0,631 








72 0,646 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 


Erythrocytenzahl: 16 
Himoglobingehalt: 19 


Tabelle 11. 


85 | 0,706 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 


Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 

Héchste Aniimie eingetreten Alle 
2 Tage 0,3 g Tryptophan (insge- 
samt 2,4 g) eingespritzt 

Himoglobingehalt wiederhergestellt 








Erythrocytenzahl wiederhergestellt 


Erythrocytenzahl: 16 
Hiimoglobingehalt: 13 


Tabelle 12. 


100 | 0,742 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 

— — Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 

60 | 0,770 | Héchste Ani&mie eingetreten. Alle 


2 Tage 0,3 g Tryptophan (insge- 
samt 2,4 g) eingespritzt 


100 Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 








100 0,75 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 


Erythvocytenzahl: 17 
Hiimoglobingehalt: 13 
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Tabelle 13. 





S b Son cl—e —" 
2 |g2~/682)/*sa] 28 ee SD 
= 5 z of hos < boo i 4 emer ungen 
a) 1a © 3 > i & pi om 
mm Of me 6) Jaw 2 
8000 | 6,76 95 | 0,701 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
4, — —- — Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
(Febr.) gespritzt 
9. |13800 | 3,48 60 | 0,851 | Héchste Ani&mie eingetreten. Alle 


2 Tage 0,5 g Tryptophan (insge- 
saint 3,5 g) eingespritzt 


22 113900 5,76 95 0,823 | Himoglohingehalt wiederhergestellt 














25. 113900 | 6,64 95 | 0,714 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt. 





Die zur Erholung erforderlichen Tage “4 eeeaaae t 


Tabelle 14. 


6200 | 6,50 85 | 0,653 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 


8. — ~~ “= Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
(Dez) gespritzt 

14. 6200 | 3,54 50 | 0,700 | Héchste Animie eingetreten. Alle 
2 Tage 0,2g Tryptophan (insgesamt 
1,8 g) eingespritzt 





25. 6500 | 5,20 85 | 0,816 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 














29. 6400 | 6,53 85 | 0,650 Erythrocytenzahl wiederhergestellt 


Erythrocytenzahl: 13 
Hamoglobingehalt: 10 


Die zur Erholung erforderlichen Tage 
dem, was Demianowski an Ochsen und Pferden gefunden hatte, 
enthalten. Ubrigens ist das Tryptophan an Hunden auch in der 
Leber und Niere vorhanden, aber im Vergleich zur Milz in viel 
geringerer Menge. 

Unsere Tryptophanbestimmung in der Milz und Leber er- 
folgte im groBen und ganzen nach dem Verfahren von Demia- 
nowski') und zwar derart modifiziert, daB zur Bestimmung stets 
die ganze Quecksilberfillung, die im enteiweiBten Organextrakt 
erzeugt wurde, zur Verwendung kam und daB bei kolorimetrischer 
Vergleichung die Reaktion von Tillmans und Alt?) anstatt der 
von Herzfeld’) gebraucht wurde. 

1) Ava. O. 


*) Biochem. Z. 164, 135 (1925). 
5) Biochem. Z. 56, 258 (1913). 
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Zunichst haben wir an drei Hunden den Tryptophangehalt 
in der Leber und der Niere bestimmt mit folgenden Resultaten: 


Tabelle 15. 





K6rper- Erythrocyten-}| Hiimoglobin- Try ptophangehalt 

Nr. gewicht zahl gehalt ; 

(kg) (Million) (%,) (°/,) 

1 7,8 5,60 75 0,0078 . . . Leber 
OO071 ... Niere 
2 6,4 6,82 &4 0,0053 ... Leber 
0,9042 ... Niere 
3. 9,5 7,32 90) 0,0069 .. . Leber 
0,0053 . . . Niere 














Dann haben wir an drei Hunden, an denen nach der Milz- 
exstirpation verschiedene Tage (bis 41 Tagen) verflossen, den 
Tryptophangehalt in der Leber und der Niere bestimmt mit 
folgenden Resultaten: 


Tabelle 16. 

















Tag Exrythrocyten- | Himoglobin- . Try ptophangehalt 
nach der zahl gehalt Farbindex 
Operation (Million) (°/,) °lo 
side 6,57 100 0,76 
ni 6,48 97 0,74 
Milzexstirpiert — — — 
Am 3. 6,58 102 0,77 
7. 6,82 95 0,75 
8. — ~ 00075 ... Leber 
_ ao 0,0066 . . . Niere 
Tabelle 17. 
— 5,60 63 0,56 
one 6,02 65 0,54 
Milz exstirpiert - -- — 
Am 2, 6,08 67 0,56 
7. 6,17 71 0,57 
10. 6,06 70 0,58 
20. 5,69 67 0,58 
30. 5,38 65 0,60 
40. 5,36 61 0,57 
41. — — 0,0068 . . . Leber 
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{ 
Tabelle 18. | 
———————— —— 
‘Tag Erythrocyten-| Hiimoglobin- 1 | 
I'ryptophangehalt 
nach der zahl gehalt Farbindex pitti 
Operation (Million) (°'9) (5) 
_ 6,18 80 0,64 
— 6,02 78 0,65 
Milzexstirpiert -- --- -— 
Am 2. 6,20 85 0,68 
5. 6,39 87 0,68 
10. 5,95 15 0,62 
15. 5,83 70 0,60 
25, 5.40 65 0,60 
30, 5,15 60 0,60 
32. — -- ~~ 0,0071 . . . Leber 
— - ~ 0,0046 . . . Niere | 
Ks geht also hervor, daB der 'Tryptophangehalt in der Leber | 


und Niere nach der Milzentfernung binnen etwa 40 Tagen keine 


nennenswerten Verinderungen erleidet. 


Wir haben dann an Hunden, an denen nach der Milzexstir- 
pation 63—125 Tage verflossen, den Tryptophangehalt in den 
genannten Organen bestimmt mit folgenden Resultaten: 


Tabelle 19. 





Se lias 





ry. 

rag 
nach der 
Operation 


Milzexstirpiert 
Am 2. 
10. 





try throcyten- 
zahl 
(Million) 


5,45 


5.53 


0,20 
5,22 
5,02 
5,05 
4,32 


— 





Himoglobin- 
gehalt 
(°/o) 





Farbindex 











Tryptophangehalt 
(°/0) : 
i 
i 
; 

0,0104 .. . Leber 
0,0064 ... Niere 
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Tabelle 20. 





pases Abs er ORE aang 
eal 





SRL satiate 
































Ta Erythrocyten | Himoglobin- = 
nach _ ‘ a aaa Farbindex eo 
Operation (Million) (°/,) 
a 6,00 71 0,58 
om 6,32 15 0,60 
Milzexstirpiert — —_ — 
Am 2. 6,40 80 0,62 
10. 6,01 70 0,58 
30. 5,53 55 0,50 
50. 4,88 50 0,57 
60. 5,54 61 0,55 
63. 0,0069 .. . Leber 
0,0054 ... Niere 
Tabelle 21. 
~ 7,09 100 0,70 
oo 6,78 97 0,71 
Milzexstirpiert — — — 
Am 3. 6,53 95 0,73 
20. 6,45 93 0,71 
40. 6,35 90) 0,73 
60. 6,85 101 0,73 
80. 6,94 103 0,74 
81. —— -- — 0,0088 ... Leber 
Tabelle 22 
_ 5,72 15 0,65 
_ 5,68 75 0,6 
Milz exstirpiert — “ on 
Am 2. 6,60 85 0,64 
20. 5,32 64 0,60 
40. 4,13 50 0,60 
60. 5,14 60 0,58 
80. 5,43 65 0,59 
100. 5,64 67 0,60 
120. 5,81 70 0,60 
125. - _ . 0,0110 . . . Leber 
_ “= 0,0043 ... Niere 
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Tabelle 23. 


Der Hund, der im Versuch 11 gebraucht worden war, wurde getétet 
und der Tryptophangehalt in der Leber und der Niere bestimmt. 
Es ergab sich: 


0,0104°/, . . . Leber 
0,0051 °/, . . . Niere 


Uber die Bedeutung vom Tryptophan in der Milz, das in 
freiem Zustand enthalten ist, kénnen wir vorlaufig nichts Sicheres 
aussagen. Jedoch der Umstand, da8B der Gehalt der Leber an 
freiem Tryptophan nach der Milzentfernung mit der Zeit zu- 
nimmt, und dementsprechend eine an der Hamoglobinbildung 
beteiligte Milzfunktion ersetzt zu werden scheint, spricht dafiir, 
daB das ‘I'ryptophan als ein besonderes Material fiir die Hamo- 
globinbildung dienen kann. 


X. Mitteilung: Uber d,l-Indolmilchsdiure und ihre Verwendung 
zur Ernahrung. 
Von 
K. Ichihara und N. Iwakura. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Wenn man Oidium lactis nach F. Ehrlich und K.A.Jacobsen}?) 
auf Tryptophan einwirken ]aBt, so bekommt man 1-Indolmilchsiure. 
R. W. Jackson?) stellte auf diese Weise |]-Indolmilchsiure dar, 
und hat sie vergeblich zur Ernahrung von Ratten verwendet, um 
durch sie Tryptophan vertreten zu lassen. Da es aber G.J.Cox 
und W. C. Rose’) gelungen war, bei dem 4bnlichen Versuch, in 
welchem anstatt Histidin d,l-Imidazolmilchsiure gebraucht wurde, 
insbesondere durch Anwendung ihrer d,l-Form, einen guten Erfolg 
zu erzielen, so erschien uns wiinschenswert, auch den oben ge- 
schilderten Indolmilchsdiureversuch mit ihrer d,l-Form zu probieren. 
Jackson glaubte, er habe auch mit d,l-Indolmilchsiure den Ver- 
such angestellt. Die Saure, die vom genannten Autor fir d,]-Indol- 
milchsiiure gehalten wurde, war aber keine solche, sondern muBb 
ihrem Schmelzpunkt nach wenigstens zum gréBten Teil 1-Indol- 
milchséure gewesen sein. 





1) Ber. chem. Ges. 44, 888 (1911). 
2) J. of biol. Chem. 73, 523 (1927). 
3) J. of biol. Chem. 68, 781 (1926). 
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1. Darstellung der d,l-Indolmilchsaure. 


l-Indolmilchsiure, die durch Einwirkung von Oidium lactis 
auf Tryptophan gewonnen war, wurde mit der etwa 3 fachen 
Menge Baryt und Wasser [1 Teil Ba(OH),: 10 Teile H,O] versetzt 
und in einem Autoklaven bei 150—160° C erhitzt, indem jede 
2, 5., 7. und 10. Stunde auf ihre Racemisierung gepriift wurde. 
Der Vorgang war erst nach 7 Stunden vollendet und ihre wiBrige 
Lésung wurde vdollig inaktiv. Die in dieser Weise gewonnene, 
ganz gereinigte d,l-Indolmilchsiure schmolz bei 145—146° C. Sie 
krystallisierte in Blattchen, ihr Bariumsalz enthielt 3 Mol. Krystall- 
wasser und gab bei der Analyse folgenden Bariumwert: 


0,1498 g Bariumsalz verloren beim Trocknen 0,0132 g Wasser. 
(C,,H,)NO,),Ba, 3H,O Ber. H,O 9,00°/, Gef. H,O 8,81°/,. 
0,1361 g Bariumsalz, krystallwasserfrei, gaben 0,0584 g Bariumsulfat. 
(C,,H,,NO,),Ba Ber. Ba 25,21 °/, Gef. Ba 25,26°/,. 


Zum Vergleich wurde die d,]-Indolmilchséure durch Reduktion 
der Indolbrenztraubensiure mit Natriumamalgam § synthetisch 
erhalten. Diese zeigte, gemischt mit einem durch Racemisierung 
gewonnenen Praparat, keine Schmelzpunktdepression. 


2. Schicksal der Indolmilchsdéure im Kaninchenorganismus. 


2,0 g d,l-Indolmilchsaure wurden einem Kaninchen vom Kérper- 
gewicht 2,3 kg subcutan injiziert, und der spater gelassene 40 stiin- 
dige Harn in Untersuchung genommen. Er reagierte schwach 
alkalisch, enthielt etwas EiweiB. Spez. Gew. 1,012. Das durch 
Capaldische Lésung (10°/, Bariumchlorid + 5°/, konz. Ammoniak) 
ausgefallte Filtrat wurde mit Salzsiure angesiiuert und im Apparat 
von Kumagawa und Sudo mit Ather erschépfend ausgezogen. 
Der Ather wurde eingeengt und durch Zusatz von Petroleumiither 
gefallt. Die hierbei ausgeschiedenen Krystalle schmolzen nach 
der Reinigung bei 144°C und war demnach nichts anderes als 
das verabreichte Material. 

Aus der zuriickgebliebenen Ather—Petroleummischung schied 
sich eine Substanz in einer kleinen Menge, welche nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren bei 99°C schmolz. Sie wurde als 
1-Indolmilchsaure identifiziert. Ferner konnten wir aus der Mutter- 
lauge im Extraktionsapparat eine geringe Menge Kynurensiure 
(0,03 g) isolieren. Sie wurde durch die Eigenschaften, die Reak- 
tionen und den Schmelzpunkt identifiziert. 
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An einem anderen Kaninchen von 2,2 kg Kérpergewicht wurde 
derselbe Versuch angestellt. Die Resultate waren den oben- 
erwihnten beinahe gleich, nur mit einer Abweichung, daB keine 
Kynurensaure diesmal isoliert wurde. 

Nach den Versuchen wird also d-Indolmilchsiure im Vergleich 
zu 1-Indolmilchsiure leichter im Organismus verbrannt, so daB 
bei Kinverleibung der d,l-Indolmilchsiure die 1-Komponente zum 
Teil unveriindert im Harn ausgeschieden wird. In dieser Be- 
ziehung ist das Resultat, das neuerdings von J. Saito in unserem 
Laboratorium gewonnen wurde, von Interesse, was darin besteht, 
daB das gewohnliche Coli gar nicht 1-Indolmilchsiure unter Bil- 
dung des Indols zu spalten vermag, wihrend aus d,1-Indolmilch- 
siiure hierbei leicht Indol gebildet wurde. Es ist méglich, da8 
die dem natiirlichen Tryptophan entsprechende Alkoholsiure nicht 
l-, sondern d-Indolmilchsiure ist. 


3. Ernahrungsversuche mit der d,l-Indolmilchsaure. 


Als Versuchstier bedienten wir uns der Ratte, die Ernahrungs- 
materialien waren folgende: 

1. Casein. Das Handelsmaterial wurde benutzt. 

2. Hydrolysat des Caseins. Das Casein wurde mit 25°/ iger 
Schwefelsiure vollstindig hydrolysiert, die Schwefelsiure mit Baryt 
beseitigt, das Filtrat im Vakuum zum Sirup verdampft und dann 
mit einer bestimmten Menge Stirke versetzt und bei 90°C ge- 
trocknet. 

3. l- und d,l-Indolmilchsiure. Beide Priparate wurden her- 
gestellt wie oben angegeben. Zur Reinigung sind die Barium- 
salze geeignet. 

4, Indolbrenztraubensiure. Diese wurde synthetisch durch 
Kondensation von Indolaldehyd mit Hippursiiure und darauffolgende 
Spaltung gewonnen. 

5. d,l-Tryptophan. Es wurde nach Z. Matsuoka’) durch 
Racemisierung des Tryptophans im Autoklaven mittels Baryt 
gewonnen. 

6. Salze. Osbornesches Salzgemisch wurde benutzt. 

7. 1-Tryptophan, 1-Cystin und 1-Tyrosin. Sie wurden bei uns 
durch Eiweibhydrolyse hergestellt. 

Das Tier wurde im Drahtkifig mit besonderer Vorsicht bei 
Zimmertemperatur gehalten, wobei es alle vier Tage gewogen 


1) Mitteilungen d. Med. Ges. zu Osaka 23, 498 (1924). 
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wurde. 


erwihnten Materialien zusammengesetzt: 


POD 


Als Nahrung wurden folgende 7 Arten aus den oben- 





Casein... 


Casein- 


hydrolysat 
Cystin... 
‘Tyrosin . . 


Stirke... 
Rohrzucker 
ae 
ee 





A 


18,0 


~— = 


o7,0 
10,0 
2,0 
2,0 





B 


14,4 
0,3 
0,3 


60,5 
10,0 
2,0 
2,0 


A = Caseinnahrung, 
B = Caseinhydrolysatnahrung, 
C = B + 0,3°/, 1-Tryptophan, 


HOMPEI GENTS - 





B 

0,3° 
1-Tryp 
tophan 





D 


B 


+O 
+ 
0,5" /o 


d, 1-Indol- 


mileh- 
siure 





B 
90) 
0,3°/, In- 
dolbrenz- 
trauben- 
siure 


4. Versuchsprotokolle. 





KF 


B 
0,3°/, 


l-Indol- 


milch- 


siure 





B 
0,3°/, 
d,1-Tryp- 


tophan 


D = B + 0,6°/, Indolmilchsiure, 


. 
’ 
9) 


B + 0,3°/, Indolbrenztraubensiure. 


F = B + 0,3°, 1-Indolmilchsaure. 
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Unter den Versuchen ist besonders beachtenswert, dab von 
der Ratte Nr. 5, trotzdem mit der B- und der D-Nahrung fast 


gleiche Mengen verzehrt wurden, sich nur bei der letzteren eine 
Korpergewichtszunahme zeigte. 


Aus den vorliegenden Ergebnissen geht klar hervor, dab die 


16.5 





Fig. 2. 


d,1-Indolmilchsaure bei Ernihrung der Ratte 'I'ryptophan zu ersetzen 
vermag, wahrend 1-Indolmilchsiure hierbei wirkungslos bleibt. 


Indolbrenztraubensiure war nicht imstande in unseren Be- 
dingungen Tryptophan zu ersetzen. Wenn man aber die Tatsache 
in Erwaigung zieht, daB die Nahrungsaufnahme dabei unzureichend 
war, wire es zu friih, daraus einen SchluB zu ziehen. 
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XI. Mitteilung: Uber die Wirkung des Methyltryptophans 
auf kunstliche Anamie und Ernahrung. 


Von 
Z. Matsuoka und T. Nakao. 


Mit 1 Figur im Text. 


DaB das Tryptophan die Wiederherstellung der kiinstlichen 
Animie deutlich beschleunigt, wurde seit Hirazawa?) in unserem 
Laboratorium wiederholt bestitigt. Nach den Untersuchungen von 
M. T'atsui wird auch die Zahl der reticulierten Erythrozyten, die 
sich bei kiinstlicher Animie enorm vermehren, auch durch Injektion 
des Tryptophans viel schneller im Vergleich zur Kontrolle bis 
zur Norm reduziert. 

Wenn man alle diesbeziiglichen Resultate, die bei uns ge- 
wonnen worden waren, zusammen betrachtet, so erscheint die An- 
nahme, daB das Tryptophan hierbei ein Material fiir die Hamo- 
globinbildung liefert, nicht zu gewagt. Um in dieser Beziehung 
weitere Klarheit zu schaffen, haben wir «-Methyltryptophan syn- 
thetisch dargestellt und von neuem?”) seine Wirkung auf kiinstliche 
Animie untersucht, wobei einerseits der KinfluB auf den Himo- 
globingehalt und die Erythrozytenzahl, andererseits auf die Zahl 
der ebenerwihnten reticulierten Erythrozyten ermittelt wurde. 
Alle Resultate fielen hierbei positiv aus, so daB das a@-Methyl- 
tryptophan fiir den Himoglobingehalt und die Erythrozytenzahl 
vermehrend und demgegeniiber auf die Zahl der reticulierten 
Krythrozyten vermindernd wirkte. 

Dann haben wir an Ratten Ernihrungsversuche ausgefihrt, 
um zu probieren, ob das Methyltryptophan hierbei Tryptophan zu 
ersetzen befihigt ist. Das Resultat war negativ, so daB dessen 
Zusatz zur tryptophanfreien Nahrung keinen giinstigen KinfluB 
auf die Ernihrung der Ratte erzielte. 


Experimentelles. 
Als Versuchstier bedienten wir uns des Meerschweinchens und 
der Ratte. a@-Methyltryptophan, 


') Mitteilungen der Med. Ges. 20, 981 (1921). 

*) Schon vor etwa 10 Jahren hat der eine von uns (M.) gemeinschaftlich 
mit Hirazawa nachgewiesen, daB das Methyltryptophan gegen kiinstliche 
Animie etwas stiirker wie Tryptophan wirkt. 
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H 
C 
Y 
HC C—C—CH,—CHNH,—COOH 
| i 
HC CC C—CH, 
SNC 
H H 
wurde nach A. Ellinger und Z. Matsuoka!) durch Kondensation 
von Methylindolaldehyd und Hippursiiure und darauffolgende 


Reduktion und Spaltung gewonnen. 


1. Anamische Versuche. 


Kiinstliche Animie wurde durch Einspritzen von Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat erzeugt. 

Die Zahl der reticulierten Krythrozyten wurde nach Robert- 
son?) durch Farbung mit Brillantcresykblau ermittelt. 

Der Kiirze halber haben wir alle Resultate in den Tabb. 1—10 


zusammengestellt. 
Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, wirkt das a@-Methyl- 


tryptophan ebensogut wie Tryptophan, sogar etwas stirker im 
Vergleich zum letzteren, gegen kiinstliche Animie, so dab der 
Himoglobingehalt und die Erythrocytenzahl insbesondere die 
erstere durch Injektion des Methyltryptophans viel schneller bis 
zur normalen Héhe zunehmen, dagegen die Zahl der reticulierten 
Erythrocyten schneller bis zur Norm abnimmt als die Kontrollen, 
wie schon eingangs erwihnt. 

Weshalb das Methyltryptophan gegen kiinstliche Animie noch 
stirker als Tryptophan wirkt, das kénnen wir vorliufig nicht 
geniigend erkliren. Es ist aber vielleicht dadurch bedingt, dab 
das Methyltryptophan durch Methylierung am «@-Kohlenstoff des 
Pyrrolkerns im Tryptophan vor der Aufsprengung des genannten 
Kerns geschiitzt, und daraus ein Pyrrolderivat als ein Material 
fiir die Hiimoglobinbildung im Organismus leicht gebildet wird. 


2. Ernahrungsversuche. 


Zunichst haben wir an Ratten einige Ernihrungsversuche 
durchgefiihrt. Die Versuchsanordnungen waren dieselben, die 
1) Diese Z. 91, 45 (1914). 
*) J. of exp. Med. 6, 221 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCV. 14 
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Tabelle 1. Kontrollversuch. 

-[#25 |[sae/25 — 

=~ log sc] ato] tc] 4 

ligase Ses ]oo-| sg Bemerkungen 
Sio2ecl;pselis sic a 

A |Sse jabS|ns |” 

11 5,87 97 0,82 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
3. — — — — | Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt. 

UE 47 2,98 57 0,98 | Héchste Animie eingetreten 
18. 14 5,84 95 0,81 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
19. 13 5,89 96 0,81 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 
20. 7 5,89 99 0,84 | Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 

















Erythrocytenzahl .. . . Il 


Die zur Erholung erforderlichen Tage { Hamogiobinzehal el ge Se 





11 


12 





Zahl der retic. Erythrocyten 13 


Tabelle 2. Kontrollversuch. 


5,76 


— 


3,09 
5,75 
5,77 


5,45 





93 





0,80 


0,92 
0,80 
0,82 
0,84 





Durchschnittliche Zahlen in der Norm 


Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 


Hoéchste Aniimie eingetreten 
Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
Himoglobingehalt wiederhergestellt 
Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 


Kirythroecytenzahl . . . . 10 


Die zur Erholung erforderlichen Page| Hitnoglobingea  @ gg “ie 


16. 
18. 
19. 











Zahl der retic. Erythrocyten 14 


Tabelle 3. Kontrollversuch. 


5,70 


3,90 
5,89 
5,71 


5,92 





93 


70 
90 
92 
94 





0,80 


1,00 
0,78 
0,81 
0,81 





Durehschnittliche Zahlen in der Norm 


Phenylhydrazinchlorhydrat cin- 
gespritzt 


Hoéchste Aniimie eingetreten 
Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
Zahl d, retic. Erythrocyten restituiert 


Erythrocytenzahl . . .. 9 
Die zur Erholung erforderlichen Tage } Hiimoglobingehalt . . . . I1 
Zahl der retie. Erythrocyten 12 
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Tabelle 4. Tryptophanversuch. 



























































sbs [see|(44 |. 
Blogs] es.9 xos] 2 § 
& i... o-S}e a= D 2 <6 Bemerkungen 
Sic Yoe Jace LSEucl & ag 
QOfpese is braizs oor 
Sin @o~- fs 
3 5,89 95 0,81 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
3 — — — -- Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 
Alle 2 Tage 0,1 g Tryptophan (ins- 
gesamt 0,5 g) eingespritzt 
i. 46 3,33 70 1,05 | Héchste Aniimie eingetreten 
13. 27 5,49 94 0,86 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 
15. 11 5,81 95 0,82 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
16. 6 6,02 94 0,78 | Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 
Erythrocytenzahl. . . . . 8 
Die zur Erholung erforderlichen Tage { Himoglobingehalt . . . . 6 
Zahl der retic. Erythrocyten 9 
Tabelle 5. Tryptophanversuch. 
4 5,49 95 0,86 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
% -~ — --- —_ Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 
Alle 2 Tage 0,1 g Tryptophan (ins- 
gesamt 0,5 g) eingespritzt 
t 46 3,18 65 1,02 | Hoéchste Aniimie eingetreten 
14, 10 5,17 94 0,90 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 
17. 4 5,72 95 0,89 | Zahl der Erythrocyten und der retic. 
Erythrocyten restituiert 
Erythrocyten. . . . . . 10 
Die zur Erholung erforderlichen Tage ; Hiimoglobingehalt . . . . 7 
Zahl der retic. Erythrocyten 10 
Tabelle 6. SKontrollversuch. 
3 6,10 | 105 0,86 {| Durehschnittliche Zahlen in der Norm 
3. — — — Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 
8. 62 3,33 65 0,98 | Héchste Animie eingetreten 
19. 10 6,07 |; 100 0,82 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
20. 7 6,03 | 104 0,86 | Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
21. 3 5,92 | 104 0,85 | Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 
Erythrocytenzahl . . . . 11 
Die zur Erholung erforderlichen Tage } Hiimoglobingehalt . . . . 12 


Zahl der retic. Erythrocyten 13 
14* 
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Tabelle 7. Kontrollversuch. 
eee [sacle J |] —— ; 
fieagde -~lcaesias . 
a fx > = ‘ 2 or < shea QD 
Si. 5 o-s/= s=/¢ ¥o| 3s Bemerkungen 
SIs ek -l PSSsel|aa-] & 8 
Ase |Sbelzs 
3 5,65 | 102 0,90 | Durehschnittliche Zahlen in der Norm 
3. — — — — Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 
8, 36 3,05 65 1,06 | Héchste Aniimie eingetreten 
19. 9 5,52 97 0,88 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
20. 7 5,81 102 0,87 | Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 
22. 3 5,66 | 103 0,90 | Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 


Die zur Erholung erforderlichen Tage 























Tabelle 8. 


























frythrocytenzahl . . . . 11 
Hiimoglobingehalt . . . . 12 
Zahl der retic. Erythrocyten 14 


Methyltryptophanversuch. 


5 6,34 102 0.80 }| Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
3. - — — Phenylhydrazinchlorhydrat  ein- 
gespritzt 
Alle 2 Tage 0,015 g Methyltryptophan 
(insgesamt 0,075 g eingespritzt) 
7 31 3,24 65 1,00 | Hoéchste Aniimie eingetreten 
12. 20 5,77 100 0,90 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 
14. 9 6,35 | 102 0,80 | Erythrocytenzahl wiederhergestellt 
15. 5 6,44 | 102 0,79 | Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 
Erythrocytenzahl. . . . . 7 
Die zur Erholung erforderlichen Tage} Hiimoglobingehalt . . . . 5 
Zahl der retic. Erythrocyten 8 
Tabelle 9. Methyltryptophanversuch. 
3 6,21 107 0,86 | Durchschnittliche Zahlen in der Norm 
3. -- a -- Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
gespritzt 
Alle 2 Tage 0,015 g Methyltryptophan 
(insgesamt 0,09 g) eingespritzt 
7. 8 3.46 65 0,94 | Hoéchste Aniimie eingetreten 
15. 12 5,74 102 0,92 | Himoglobingehalt wiederhergestellt 
17. 4 5,90 | 104 0,88 | Zahl d. retic. Erythrocyten restituiert 
18. 3 6,22 | 106 0,85 | Erythrocytenzah] wiederhergestellt 
Erythrocytenzahl . . . . 10 
Die zur Erholung erforderlichen Tage } Hiimoglobingehalt . . . . 7 


Zahl der retic. Erythrocyten 9 
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Datum 


=~] 


13. 


Die zur Erholung erforderlichen Tage | 


schon in der Mitteilung von Ichihara und Iwakura!) 
schildert worden waren. 
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Phenylhydrazinchlorhydrat ein- 
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Alle 2 Tage 0,015 g Methyltryptophan 
(insgesamt 0,075 g) eingespritzt 


Héchste Animie eingetreten 

Hiimoglobingehalt wiederhergestellt 

Zahl der Erythrocyten und retie. 
Erythrocyten restituiert 


Erythrocytenzahl. . . . . 8 
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Zahl der retic. Erythrocyten 8 
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Die Resultate aus einigen Versuchen sind in folgender Tabelle 
und vorstehender Figur wiedergegeben, in welchem 
A:  Caseinnahrung 


B:  Caseinhydrolysatnahrung 
C: B+ Tryptophan (0,3 °/)) 




















D: Bt ” (0,2 °/0) 
E: B+ " (0,15 °/,) 
EF: B+ - (0,1 °/,) 
G: B+ 7 (0,1 °/,) + Methyltryptophan (0,2 °/,) 
bedeutet. 
Nahrungs- | Zu- und Abnahme 
Weibe Datum Art der | verbrauch des f 
a 1930 Nahrung | P° Tag Kérpergewichts 
(g) (g) 
VI 18. 3.—23. 4. A 16,1 + 34 
24.4.— 9.5. B 13,6 —25 
10. 5.—13. 5. D 12.5 +1 4 
14, 5.—17. 5. E 11,1 + 7 
18. 5.—21. 5. F 13,5 + 1 
22. 5.—14. 5. G 12,2 —19 
X 18. 3.—23. 4. A 12,6 +48 
24,.4.— 9. 5. Bb 12,4 —1T 
10. 5.—13. 5. D 17,1 4-17 
14. 5.— 20. 5. i 17,1 +13 
21. 5.—24. 5. F 16,6 + 4 
25. 5.—-14. 6. G 11,6 —39 
18. 8.—28. 4. A 12,3 4-55 
24.4.— 9, 5. B 14,3 — 26 
10. 5.—13. 5. D 16,0 +15 
14. 5.—20. 5. E 16,6 +16 
21, 5.—24. 5. F 18,8 + 8 
25. 5.—14. 6. G 10,3 —25 
15. 6.—18. 6. C 16,8 + 6 
Hieraus geht also hervor, dab das Methyltryptophan nicht “ 
befihigt ist, in der Ernihrung der Ratten das Tryptophan zu ; 
& 


ersetzen, ein Beweis, daB die Wirkung des Methyltryptophans 
und vielleicht auch des Tryptophans gegen Andmie nichts mit 
der Ernaihrung zu tun hat. 











Beitrige zur Methylenblaufarbung der Hefezellen und Studien 
tiber die Permeabilitat der Hefezellmembran.’) 


I. Mitteilung. 
Von 
Hermann Fink. 


Mit 2 Figuren im Text und auf Tafel II. 


(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1930.) 


Bei der mikroskopischen Untersuchung der Hefe ist zur 
Unterscheidung von lebenden und toten Zellen seit langer Zeit 
die Methylenblaufarbung in Gebrauch. Nach Will*), Klécker’) 
und Schnegg‘) verfihrt man dabei so, daf man die Auf- 
schlammung von Hefezellen in Wasser mit einer Lésung von 
Methylenblauchlorhydrat 1:10000 vermischt und dann im Mi- 
kroskop betrachtet. Die toten Zellen haben sich dann tiefblau 
angefirbt, die lebenden Hefezellen sind vollstiindig farblos ge- 
blieben, sie konnten sich dank gewisser Abwehrvorrichtungen der 
Zellmembran des Eindringens des Farbstoffs erwehren. Durch 
Auszaihlen kann der Prozentsatz an toten Zellen ermittelt werden. 

Diese Methode zur Erkennung und Auszihlung der toten 
Zellen haben wir auch bei unseren Arbeiten iiber die Kopro- 
porphyrie der Hefe®) angewandt. Dabei hat sich gezeigt, dab 


1!) Uber einen Teil der Ergebnisse dieser Arbeit wurde am 17. 7. 1930 
in der Miinchener Chemischen Gesellschaft berichtet; vgl. auch Wochenschr. 
f. Brauerei 1930, S. 89. 

*) Biologische Untersuchung und Begutachtung von Bierwiirze, Bier- 
hefe, Bier und Brauwasser usw. 8.158. Verlag R. Oldenbourg. 

8) Die Girungsorganismen in der Theorie und Praxis der Alkohol- 
girungsgewerbe S.73. Verlag Urban u. Schwarzenberg, 1924. 

‘) Die biologische Betriebskontrolle des Brauereibetriebs $.183. Ver- 
lag Enke, 1928. 

5) Biochem. Z. 211, 65 (1929). 
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das bisher als zuverliissig geltende Anfiirben mit Methylenblau 
oft recht bedenklich schwankende Zahlenwerte an toten Zellen 
fiir ein und dieselbe Hefe ergab. 

Dies veranlaBte uns, einige Faktoren, von denen anzunehmen 
war, daB sie bei der Methylenblaufirbung der Hefe eine Rolle 
spielen diirften, zu tiberpriifen. 

Etwas spiiter 1st auch von rein botanischer Seite iiber die 
Methylenblaufiirbung gearbeitet worden, und zwar von Hihn 
und Glaubitz!) am Institut fiir Girungsgewerbe und _ etwas 
spiiter von J. Fuchs?) an unserem Institut. In diesen Arbeiten 
ist als wichtigste Tatsache festgestellt worden, daB oberflichlich 
gefiirbte Zellen unter Umstinden noch zu sprossen vermigen. 
Auf die Details dieser botanisch-physiologischen Arbeiten soll 
hier nicht niher eingegangen werden. Jedenfalls war durch diesen 
Befund auch vom botanischen Standpunkt aus die Zuverlissigkeit 
der Methylenblaufarbung zur Bestimmung der toten Zellen in 
Frage gestellt worden. 

Wir sind nun bei unseren Versuchen von ganz anderen Ge- 
sichtspunkten ausgegangen. Wir haben vor allem diejenigen 
Einfliisse studiert, die das die Hefezellen umgebende Milieu 
auf die Farbstoffaufnahme oder auf die Permeabilitit der Zell- 
membran ausiiben kann. Es waren das die Wasserstoffionen- 
konzentration, die Wirkung verschiedener Neutralsalze, die An- 
wesenheit verschiedener Zuckerarten, sowohl girfihiger wie nicht 
girfihiger und endlich noch einiger Kolloide, die in den natiir- 
lichen Girsubstraten der Brauerei vorzukommen pflegen. 


Kinige dieser Kinfliisse sind schon, wenn auch nicht gerade 
im Hinblick auf die Methylenblaufarbungsmethode, so doch ganz 
allgemein in bezug auf das Verhalten einiger Farbstoffe, zu Hefe- 
zellen von Euler und Florell*) studiert worden. 

Nach Euler kénnen Farbstoffe von lebender Hefe in zwei- 
facher Weise gebunden werden, indem sie 1. in die Zelle ein- 
dringen kénnen und darin durch chemische Bindung oder durch 
Ausfillung verfestigt oder durch Lésung nach dem Verteilungs- 
satz festgehalten werden. In diesem Falle erscheinen die Zellen 


1) Wochenschr. f. Brauerei 1929, 183 u. 315. 

*) Wochenschr. f. Brauerei 1929, 427. 

5) Diese Z. 87, 142 (1913); ferner Arkiv for Kemi, Mineralogi och 
Geologi 7, No. 18 (1919). 
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bei mikroskopischer Beobachtung gelirbt; 2. kiénnen an der 
Zelloberfliche Farbstoffe gebunden werden durch chemische Re- 
aktion mit den Kiweibstoffen oder durch Adsorption. Die Zellen 
erscheinen dann im auffallenden Licht gefarbt; die adsorbierte 
Schicht ist aber oft so diinn, dab sie bei mikroskopischer Beob- 
achtung im durchfallenden Licht farblos erscheinen. Bei den 
meisten Farbstoffen und Hefen ist die Adsorption an der Ober- 
fliche eine hiufigere Erscheinung als das Kindringen des Farb- 
stoffs und tritt oft gleichzeitig damit auf. Von der Vorbehand- 
lung der lebenden Hefe, besonders vom Waschen derselben, ist 
die GréBe der Adsorption an der QOberfliche stark abhiingig. 
Das Kindringen des Farbstofts in lebende Zellen und auch die 
Adsorption an der Oberfliiche sind nicht nur von der Farbstotl- 
konzentration, sondern auch von der Aziditit (dem p,,-Wert) der 
Lésung abhangig. Aber auch die Girtiitigkeit der Hefe, also 
die gleichzeitige Anwesenheit eines girfihigen Zuckers, beein- 
fluBt, ahnlich wie dies fiir die Autnahme von Giften, wie Zyk- 
lamin und Toluol, festgestellt ist, die Farbstoffaufnahme. 

Die von diesen Autoren beobachteten Effekte waren aber 
infolge ganz anderer Versuchsanstellung und Fragestellung von 
unseren ziemlich verschieden. 

Ich will mich beziiglich des Kinflusses der Wasserstoffionen- 
konzentration nur ganz kurz fassen und vor allem auf die 
Fehlerquellen hinweisen, die entstehen kénnen, wenn die Wasser- 
stoffionenkonzentration selbst innerhalb des physiologisch még- 
lichen Bereichs variiert wird. 

Mabgebend ist hier das elektrochemische Verhalten des Me- 
thylenblaus, also die Tatsache, daB Methylenblau ein basischer 
Farbstoff ist. In einer verdiinnten Lisung des fiir physiologi- 
sche Zwecke verwendeten Methylenblauchlorhydrats wird bei ab- 
nehmender [H'], also zunehmender [OH’} die schwerlisliche 
Farbstotibase sukzessive freigemacht und ausgeschieden. Sie 
hat die Tendenz, sich an Korpern von geeigneter Oberfliiche 
niederzuschlagen. 

Die Abhingigkeit der Farbstoffaufnahme der Hefe von der 
[H’] haben wir an getrockneter Bierhefe studiert, die zum gréBten 
Teil aus toten Hefezellen besteht und somit als unbelebte Hefe- 
leibessubstanz zu betrachten ist. Um die Wirkung der Reduk- 
tase auszuschalten, die eventuell einen Teil des Farbstoffs in 
Leukomethylenblau verwandelt hitte, wurde die Trockenhefe 
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griindlich gewaschen und dadurch die Reduktase ihres Coenzyms 
beraubt. Die Aufschlimmung der gewaschenen Hefezellen wurde 
dann in gleichen Mengen mit verdiinnter Methylenblaulésung 
versetzt und dann zu jeder Lisung die entsprechende Puffer- 
lisung gegeben. Nach einigen Stunden wurde zentrifugiert und 
in der klaren itiberstehenden Lésung der Gehalt an nicht adsor- 
biertem Farbstoft bestimmt. 

Wir sehen aus Versuch 1 des experimentellen Teils, daB 
entsprechend dem basischen Charakter des Methylenblaus im 
sauren Milieu nur sehr wenig Farbstoff aufgenommen worden ist, 
wiihrend bei schwach alkalischer Reaktion fast der ganze Farb- 
stoff von der Hefe adsorbiert worden ist. Nur etwa 8°/, sind 
noch in der Lésung geblieben. 

Iin alkalischen Milieu diirfte allerdings auBer dem reinen Adsorp- 
tionsvorgang noch die Salzbildung zwischen der Methylenblaubase und den 
sauren KiweiBkérpern der Hefe eine Rolle spielen. 

Diesem Resultat entsprach auch die mikroskopische Beob- 
achtung an den Hefezellen. Die im alkalischen Milieu ange- 
firbten Zellen waren tiefdunkelblau, die aus der sauren Lésung 
stammenden waren hellblau oder kaum gefirbt. 

Gerade umgekehrte Verhiiltnisse herrschen nun in bezug auf die Elu- 
tion des von den anfiirbbaren Zellen aufgenommenen Methylenblaus. Wird 
Hefe, die zuvor angefirbt worden war, nach dem Abzentrifugieren in Lé6- 
sungen von verschiedenem py gewaschen, so kann man beobachten, daB 
im sauren Milieu der Farbstoff wieder leicht aus den Zellen eluiert wird, 
was bei schwach alkalischer Reaktion trotz hiiufigen Waschens nur iuBerst 
schwer gelingt. 

Die Abhingigkeit der Intensitit der Zellfairbung vom p,, 
war also durch diesen Versuch 1 gegeben, und zwar fiir ab- 
vetitete Hefe, die keine AbwehrmaBnahmen gegen das Kindringen 
von Fremdstoffen mehr besitzt. 

Als wir nun analoge Firbeversuche an frischen Hefen 
mit wechselndem Gehalt an toten, anfirbbaren Zellen ausfihrten, 
waren wir iiberrascht, festzustellen, daB auch die Zahl der 
iiberhaupt angefirbten, also im alten Sinne als _ ,,tot* 
anzusehenden Zellen von der [H'] abhiangt. 

Ich méchte nur eine Versuchsreihe herausgreifen, bei der 
Bierhefen von ganz verschiedener Beschaffenheit und Vorbehand- 
lung in verschiedenem Milieu angefiirbt wurden. 


Die Hefen wurden in '/,,-molarer Phosphatlésung bzw. in Wasser 
suspendiert und 1 Teil der Suspensionen mit 2 Teilen einer Methylenblau- 
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lésung 1: 10000 vermischt. Darauf wurden im Mikroskop die angefiirbten 
Zellen ausgezihlt. 











Gehalt an Mb-Zellen 
Hefe Suspensionsfliissigkeit 5 Min. 30 Min. 
nach dem Anfiirben 
| primiires Phosphat (py; 4,5) 2,2 °/, 4,2°/, 
Gewiisserte Betriebshefe {| Wasser. . . , 5,3 6,4 
| einaditieen Peunbatlin.' ) | 16,5 22,7 
Betriebshefe nach acht- ;| primiires Phosphat. . . | 20°/, 40,5 ° 
tiigiger Aufbewahrung | Wee se ec ec oe eo 74 
unter destilliert. Wasser ‘| sekundires Phosphat. .]| 88 94 
rimires Phosphat. . . | 25°/, 80,5 °/, 
Reinzuchthefe aus einer i . ‘ 
4Woet Sneetiad h Wasser. . . . | 34 45 
ochen atten einsuent sekundiires Phoahet . . | 68 86 


Mit dieser Feststellung, daB auch die Zahl der gefundenen 
Methylenblauzellen von der [H’] abhaingt, war die Methylenblau- 
firbung als Analysenmethode, auch vom chemischen Standpunkt 
aus betrachtet, stark erschiittert. 

Dabei waren aber die gewihlten Wasserstoffzahlen durchaus 
nicht extrem genommen, sie kénnen alle unter physiologischen 
Bedingungen vorkommen. So kann Hefe, wenn sie in ,,mine- 
ralischer“ Nahrlésung geziichtet wird, einen Siuregrad von p,, 2,6 
erzeugen. Auch im frisch vergorenen Bier, dem sogenannten 
Jungbier, herrscht ein p,, von etwa 4,1. Andererseits hat z. B. 
das Miinchener Leitungswasser, mit dem die Hefe gewissert 
wird, schwach alkalische Reaktion von p,, 7,3. 

Priifen wir also ein und dieselbe Hefe auf ihre Brauchbar- 
keit durch Bestimmung der toten Zellen mit Methylenblau, so 
werden wir ganz verschiedene Zahlenresultate erhalten, je nach- 
dem wir diese Hefe einerseits im Jungbier oder im Brunnen- 
wasser nach dem Wiissern uptersuchen. 

Weiterhin wurde nun der EinfluB der Neutralsalze auf die 
Methylenblaufirbung und gleich im AnschluB daran die Bedeu- 
tung der Zucker untersucht. 

Das Problem der Zellpermeabilitat ist bekanntlich eng verkniipft 
mit den Queliungs- und Hydratationsvermégen der Kolloide in der 
Zellmembran und in der Plasmahaut. Und gerade diese Vorgiinge 
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sind es, bei denen der EinfluB der Neutralsalze eine groBe Rolle 
spielt. Erinnert sei beziiglich der Neutralsalzwirkung nur an die 
Arbeiten von Hofmeister’), Lillie’), Sameé*), Héber*) und 
Wolfgang Pauli®) und anderen. Interessante Studien an Pflanzen- 
zellen verdanken wir auch F. Boas®), der in seiner Schrift: ,,Die 
Ptlanze als kolloides System“ viel wertvolles Material geliefert hat. 
Auf die letzte Arbeit wird spiiter nochmals eingegangen werden. 

Die enorme Bedeutung der ,,Salzwirkung“ auf die Methylen- 
blaufarbung wurde uns klar bei einem ganz einfachen Versuch, 
bei dem die Firbung der Hefe vergleichend in Brunnenwasser 
und destilliertem Wasser ausgefiihrt wurde. 

Die Hefe befand sich vor der Fiirbung im einen Fall 45 Mi- 
nuten in Brunnenwasser, im anderen Fall 45 Minuten in doppelt 
destilliertem Wasser. 





Brunnenwasser Leitfihigkeitswasser 


Methylenblauzellenin Proz. 
nach 45 Min. Aufenthalt in 5%, 56 */, 








Der Unterschied in der Zahl der fairbbaren Zellen ist ein 
sehr groBer. 

Sehr wichtig, namentlich fiir die Deutung der Resultate, ist 
nun noch folgender Effekt: Fiigt man zu einer Probe der Hefe- 
suspension in destilliertem Wasser, die 50°/, farbbare, also im 
alten Sinne tote Zellen enthalt, kurz vor der Anfirbung einige 
Tropfen einer Kochsalzlésung, und fiihrt dann die Fiarbung aus, 
so erhilt man 5—6°/, blaue Zellen, also etwa den gleichen Betrag 
wie in Brunnenwasser. 

Wie sind nun diese Resultate in bezug auf die Methylen- 
hblaumethode zur Erkennung der toten Hefezellen zu deuten? 

Es schien uns doch nach all dem recht fraglich, ob der 
kurze Aufenthalt in destilliertem Wasser schon bei so vielen 


') Arch. f. exper. Path. 25, 13 (1888) und 28, 210 (1891); ferner Spiro, 
Hofmeisters Beitr. 5, 276 (1904). 

*) Amer. Journ. of physiol. 20, 127 (1907). 

*) Kolloidchem. Beihefte 3, 1 (1912). 

‘) Hofmeisters Beitr. 11, 35 (1907). 

*») Pauli u. Handowsky, Hofmeisters Beitr. 11, 415 (1908). 

°) Verlag Datterer, Freising-Miinchen 1928. 
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Zellen den ,, Tod“ herbeigefiithrt haben solle, wiihrend in Leitungs- 
wasser so gut wie nichts passiert war. Vielmehr Wahrschein- 
lichkeit schien uns die Méglichkeit zu haben, daB im elektrolyt- 
freien Milieu primir eine Anderung der Zellpermeabilitit vor 
sich geht, die nicht zum Absterben der Zelle zu fiihren braucht, 
aber zur Folge hat, daB dem Farbstoff das Passieren der Zell- 
membran ermdglicht wird. Erst die Anhiufung des giftigen 
Farbstoffs tétet dann sekundir die stark gefirbte Zelle in kurzer 
Zeit ab. 

Diese zur Farbstoffaufnahme ,,disponierten Zellen, wie wir 
im folgenden die Zellen mit farbstoffdurchlissiger Membran 
nennen werden, sind in physiologischer Hinsicht ganz gesund 
und normal, sie sprossen normal, wenn man sie in einen Nihr- 
boden bringt. Das konnten wir scharf beweisen, wie spiter noch 
ausgefiihrt werden soll. 

Schon bevor wir diesen mit biologischen Methoden durch- 
gefiihrten Beweis in Hinden hatten, war es uns klar, dab die 
Resultate dieser Farbeversuche mit Brunnenwasser und destilliertem 
Wasser nicht im Sinne der Methylenblaufirbemethode, also mit 
,lebend“ oder ,,tot“ zu deuten seien, sondern daB sie vom Stand- 
punkt des Permeabilitiitsproblems gefaBt werden miiBten. Dafiir 
sprach ja in erster Linie die wichtige Feststellung, dab schon 
der Zusatz von etwas Salz geniigte, die Farbbarkeit der Zellen 
aufzuheben. Die in destilliertem Wasser suspendierte Hefe mit 
einer Indikation von 50°/, ,,toten“ Zellen (im alten Sinne) wurde 
durch einen Tropfen Salzlésung vor der Fiirbung in eine Hete 
mit 5—6°/, ,,toten“ Zellen verwandelt. 

Die bisherigen Versuche zeigen das Verhalten der Hefen 
gegen Methylenblau in ruhendem Zustand, also in Abwesenheit 
von girfahigen Zuckern und in Lésungen, in denen ein iiuBerst 
geringer osmotischer Druck herrschte. 

Einen groBen EinfluB auf die Fiarbung von Hefezellen kann 
unter Umstinden die Gegenwart von Zuckern ausiiben. 

Wie anfangs erwahnt, hat schon H. v. Kuler auf die dies- 
beziigliche Bedeutung der Gegenwart von Zuckern hingewiesen. 
Die von Euler und Florell beobachteten Unterschiede zwischen 
der Farbung in Gegenwart und Abwesenheit von Zucker waren 
aber nicht sehr groB, da fast in allen Versuchen zugleich Puffer- 
salze zugegen waren. So fanden sie, um ein Beispiel zu nennen, 
beim Farben mit dem Azofarbstoff Ponceau 3 R unter sonst 
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gleichen Bedingungen in der zuckerfreien Lésung 65°/,, in der 
zuckerhaltigen Lésung 70°/, gefirbte Zellen. 

Wie unsere weiteren Versuche zeigen, kommt man aber zu 
iuBerst deutlichen Effekten, wenn man beim Farben von lebenden 
Zellen die ,,Destilliert-Wasserwirkung“ mit der Zuckerwirkung 
kombiniert. 

Von den vielen Versuchen ist hier nur einer herausgegriffen, 
bei dem Jungbierhefe Verwendung fand. 








Jungbierhefe Nach 5 Minuten Einwirkung 
aus 32 Stunden altem Jungbier einer Methylenblaulésung 
1: 10000 
Suspendiert in Leitungswasser 0,5°/) blaue Zellen 
Suspendiert in einer Lésung von 87°/, blaue Zellen 
5°/, Glykose in destilliertem 
Wasser!) 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB die Anwesenheit von 
Zucker die beschriebene Wirkung des destillierten Wassers ganz 
enorm zu steigern vermag. Es ergibt sich das wichtige Resultat, 
daB in einer Hefesuspension in destilliertem Wasser, die gleich- 
zeitig ‘T'raubenzucker und Methylenblau enthilt, sich schon in 
wenigen Minuten bei weitem die meisten Zellen tiefblau angefirbt 
haben. 

Kinen Versuch, bei dem man die Zuckerwirkung allein, die 
, Destilliert -Wasserwirkung“ allein und die kombinierte Wirkung 
vergleichend betrachten kann, bringt die nachste Tabelle. 

Der Vergleich der Spalte 2 und 3 zeigt, daB es in Brunnen- 
wasser fast gleichgiiltig ist, ob Zucker zugegen ist oder nicht, 
die Zahl der Methylenblauzellen nimmt mit der Zeit gleich 
langsam zu. Durch Vergleich von Spalte 4 und 5 kann man 
sehen, wie stark die Anwesenheit von Zucker die JDestilliert- 
Wasserwirkung erhoht. 

Auch hier 1iBt sich wieder folgendes interessante Experiment 
machen: Nehmen wir an, wir hitten eine Suspension von Bier- 
hefe in einer Lésung von Glucose in Leitfahigkeitswasser. Wir 
teilen diese Suspension in zwei Teile. Mit dem einen Teil fithren 
wir die Firbung aus und erhalten also etwa 80°/, und mehr 


') Fast bei allen Versuchen wurde zweimal destilliertes, kohlensadure- 
freies Wasser verwendet. Auch die Hefe wurde jeweils vor den Versuchen 
zweimal mit diesem destillierten Wasser kurz gewaschen und abzentrifugiert. 
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Hefe aus Jungbier (60 Stunden im Bottich’, 
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Gehalt an blaugefirbten Zellen in 
Minuten Hefe Suspendiert Suspendiert 
nach Zugabe suspendiert |'® aber Suspendiert in einer Lisg. 
des to von 5°/, in von 5°/5 
. , Saccharose in} destilliertem |Saccharose in 
Methylenblau Brunnen- ;' + eendaads 
Brunnen- Wasser destilliertem 
wasser ; 
wasser Wasser 
2 1 "lo 1 "le 4 "lo be a A 
5 0! RO ) Qv 
v 1,5 10 1,5 0 cfd 12 0 
10 i + es P 18 °/, 717%. 
- 0/ - a 92 0 oe | 
15 4°, 5,2 °/, 26 °', 85 °/. 











tiefblaue Zellen. Zu dem anderen Teil fiigen wir etwas Kochsalz- 
lésung zu und farben nach einigen Minuten an. Dann bekommen 
wir etwa 5°/, tiefblaue Zellen. Fiigen wir aber zur ersten Lésung 
nach der Farbung Kochsalzlésung zu, so kénnen wir die einmal 
erfolgte Farbung nicht mehr riickgiingig machen, es bleiben die 80°/, 
tiefblaue Zellen erhalten. 

Die Sache mit dem Salzzusatz verhalt sich also folgender- 
maBen: 

Die lebenden Hefezellen, die durch den Aufenthalt in salz- 
freier Zuckerlésung fiir die Farbstoffaufnahme disponiert gemacht 
worden sind (also bei Zufiigen des Farbstoffs sich anfirben 
kénnten), verwehren dem Methylenblau dann den Eintritt, wenn 
sie vor der Firbung kurze Zeit dem EinfluB eines Salzes aus- 
gesetzt worden sind. 

LaBt man das Salz aber erst nach vollzogener Farbung ein- 
wirken, so kann die Firbung nicht mehr riickliufig gemacht 
werden, 

DaB diese ,,fiir die Farbstoffaufnahme disponierten“ Hefe- 
zellen — die im bisherigen Sinne als tot anzusprechen sind, da 
sie sich ja bei Zugabe von Methylenblaulésung blau fairben, — 
tatsiichlich lebend sind, konnten wir, wie erwihnt, durch Versuche 
mit Plattenkulturen beweisen. Man braucht diese Zellen nur 
in geeignete Nahrbéden zu bringen, um sich von ihrer Fort- 
ptlanzungsfahigkeit zu iiberzeugen. 

Hat man aber die Firbung ausgefiihrt, so sind alle ,,dispo- 
nierten“ Zellen durch den eingedrungenen Farbstoft abgetétet 
worden und sprossen dann auf den geeignetsten Niihrbéden nicht 
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mehr aus. Sie bleiben aber trotz der Gegenwart von Methylen- 
blau am Leben, wenn man ihre Disponiertheit durch Salzzusatz 
vor der Fiirbung aufgehoben hat. 

Dies konnten wir nun in einer Reihe von Versuchen beweisen 
mit Hilfe von Plattenkulturen mit Wiirzegelatine als festem Niahr- 
boden. Die Ergebnisse sind aus der Photographie (Fig. 2) eines 
hesonders anschaulichen Versuchs zu ersehen. Auf die Ausfiihrung 
der Plattenkulturen wird im experimentellen Teil noch niher 
eingegangen werden (Versuch 2 und 3). 

Die abgebildeten 4 Plattenkulturen sind hergestellt aus 4 Hefesuspen- 
sionen, bereitet mit ein und derselben Hefe. Jede der 4 Suspensionen enthielt 
genau die gleiche Zellenzahl pro Kubikzentimeter und zwar etwa 360 Zellen. 
Je '/, cem der 4 Suspensionen, also etwa je 180 Zellen, kamen in die Wiirze- 
gelatine einer Platte. (Aus den fortpflanzungsfiihigen Zellen werden dann 
Kolonien, die man als weibe Punkte wahrnehmen kann.) 


Bei Suspension 

a) befanden sich die Zellen in Leitungswasser, es ist das der 
Q-Versuch. Wir sehen, daB 185 Zellen angegangen sind (im Parallel- 
versuch 179); 

b) befanden sich die Zellen in dest. H,O + Zucker. Ks waren 
hier, wie wir nun wissen, nach kurzer Zeit die meisten Zellen fiir 
die Farbstoffaufnahme disponiert. 

Wir sehen, daB die disponierten Hefezellen, die also jederzeit 
den Farbstoff hitten aufnehmen kénnen, Kolonien gebildet haben. 
Ks sind 173 Zellen vorhanden (im Parallelversuch 186); 

c) war genau der gleiche Ansatz wie bei b). Jedoch wurde 
hier die Fiirbung ausgefiihrt, so dab das Methylenblau tatsachlich 
in die Zellen eindringen konnte. Wie wir sehen, ist keine Zelle 
angegangen (im Parallelversuch 1); 

d) war wieder der gleiche Ansatz wie bei b), enthielt also 
fiir die Farbstoffaufnahme disponieite Zellen. Vor der Zugabe 
des Methylenblaus war aber etwas Neutralsalz zugegeben worden. 
Auch hier sind innerhalb der Versuchsfehler ebensoviel Zellen 
angegangen, wie in der O-Probe, trotz der Gegenwart von Me- 
thylenblau. Der Salzzusatz hat die Disposition der Zellen auf- 
gehoben. 198 Zellen (im Parallelversuch 175). 

Die nicht photographierten Ansitze mit etwa 360 Zellen 
pro Platte (Versuch 2 und 3) sprechen noch deutlicher im Sinne 
unserer Auffassung. 

Weiterhin konnten wir noch feststellen, daB sich die Hefen 
je nach Alter, Virulenz, Widerstandstaihigkeit und Rasse in bezug 
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auf die beobachteten Erscheinungen verschieden verhalten. Die 
bisherigen Lesultate bezogen sich auf Bierhefe. Ganz anders 
verhalt sich z. B. die PreBhefe. Auch nach lingerem Aufenthal! 
in elektrolytfreier Zuckerlésung erhalt man kaum eine erhebliche 
Zunahme von disponierten Zellen. So erhielten wir nach ein- 
stiindiger Kinwirkung nur etwa 15°/) anfiirbbare Zellen. 

Dieses abweichende Verhalten diirfte seinen Grund in den ganz anderen 
Ziichtungsbedingungen der PreBhefe haben. Infolge des relativ hohen Salz- 
gehaltes der Melassemaischen ist die Hefe an Salzen gesiittigt. Der kurz 
andauernde Aufenthalt in elektrolytfreiem Milieu geniigt nicht, die Per 
meabilititsiinderung in so deutlicher Form herbeizuftihren, wie bei der Bierhefe. 

Dieselben Erscheinungen wie Glykose geben, wie wir fest- 
stellen konnten, auch andere Zuckerarten, wie Saccharose, Liivulose. 
Galaktose und Maltose, letztere allerdings in geringerem MaBe. 
Die leichte Vergiirbarkeit allein scheint also hier nicht den Aus- 
schlag zu geben. Glycerin gibt die Phiinomen nur _ schwach, 
Mannit gar nicht. Dagegen liefern andere Stoffe, wie z. B. Harn- 
stoff, leicht disponierte Zellen (vgl. Versuch 4). 

Im folgenden haben wir nun noch einige Serienversuche an- 
gestellt, um den Beziehungen zwischen den bisher nur mit der 
Farbemethode studierten Permeabilititsphinomenen und der Giir- 
leistung der Hefe nachzugehen. Mit anderen Worten, es sollten 
die Fragen beantwortet werden: Wie verindert sich die Girkraft 
der Hefe, wenn diese durch den Aufenthalt im salzfreien Milieu 
bei Gegenwart von Zucker so verindert wird, dab die meisten 
Zellen fiir die Farbstoffaufnahme disponiert werden? Wie verhiilt 
sie sich, wenn Methylenblau zugegen ist? Und wie ist der 
Mechanismus der Salzwirkung zu erkliren, die der Farbstoff- 
aufnahme entgegenwirkt? 

Dieser Teil der Arbeit konnte erst in Angriff genommen werden, 
nachdem unser Seriengiirthermostat'), den wir aus Mitteln der Notgemein- 
schaft gebaut hatten, fertig geworden war. Mit diesem Apparat kénnen 
gleichzeitig bei 10 oder 12 Giransiitzen die Giirgeschwindigkeiten in ein- 
facher und genauer Weise bei konstanter Temperatur (+ 0,05°) gemessen 
werden. 

In simtlichen nun folgenden Versuchen (Versuch 5—7) wurde 
die CO,-Entwicklung als Funktion der Zeit in dem System Hefe— 
elektrolytfreie Zuckerlésung—Methylenblau gemessen, variiert wurde 
nur der Salzzusatz, also Anionen und Kationen. 

Schon F. Boas?) hat bei Girversuchen mit Hefe in Gegen- 





1) Wochenschrift fiir Brauereien 1930, Nr. 41. 
*) a. a. O. S. 116. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCY. 








226 Hermann Fink, 


wart von Methylenblau und Chlornatrium gezeigt, daB die girungs- 
hemmende Wirkung von Methylenblau durch Zusatz von Chlor- 
natrium aufgehoben werden kann. Dabei war die Zahl der ge- 
firbten Hefezellen in dem Versuch ohne Salz viel héher als in 
dem mit Salz. Der erhéhten Permeabilitiit entsprach somit eine 
verringerte (sirleistung. 

Der folgende Vorversuch mit Bierhefe zeigt zunichst den 
eroBen Unterschied der Girgeschwindigkeit in Leitungswasser und 
destilliertem Wasser einmal mit, das andere Mal ohne Methylen- 
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Fig. 1. 


hlau. Der Versuchsansatz ist aus dem experimentellen Teil zu 
ersehen. Abszisse Zeit in Minuten. Ordinate CO, in ccm. Die 
Kurven III und IV gestatten einen direkten Vergleich zwischen 
der Giirgeschwindigkeit in destilliertem Wasser (Kurve III) und 
{eitungswasser (IV). Nach 90 Minuten ist in IV fast die doppelte 
Menge CO, entwickelt worden wie in III. Bei 1 und II war 
Methylenblau zugegen. Bei I ist destilliertes Wasser verwendet 
worden, die CO,-Entwicklung ist auBerordentlich gering, die 
Zahl der gefirbten Zellen 90°/.. Bei II ist mit Brunnenwasser 
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angesetzt worden. Die Girung ist infolge der Schutzwirkung der 
Salze des Brunnenwassers noch immer recht kriiftig. 

Wir baben bisher absichtlich nur immer ganz allgemein von 
Salzzusatz und Salzwirkung bei der Methylenblaufirbung gesprochen. 
In weiteren Serienversuchen wurden nun die verschiedenen Salze 
auf ihre spezifische Wirkung untersucht. Es wurde der anta- 
conistische EKinfluB sowohl einer Reihe von Anionen wie von 
Kationen studiert. Dem System destill. H,O—Zucker—Metbylen- 
blau, das sls Nullversuch diente, wurden die einzelnen Neutral- 
salze in iiquimolaren Lésungen zugesetzt, wie das aus dem ex- 
perimentellen Teil zu entnehmen ist und in diesen Ansiitzen die 
CO,-Entwicklung als Funktion der Zeit gemessen und am Ende 
der Versuche die Zahl der dunkelblau gefirbten Zellen bestimmt. 
Ordnet man nun die Jonen nach ihrer farbungsverhindernden, also 
permeabilititsvermindernden Wirkung, so erhilt man, abgesehen 
von kleinen Abweichungen, die bekannten Hofmeisterschen 
Reihen.') 

Acetat < Citrat < Tartrat < Nitrat < Sulfat, 
ferner 
Bromid < Rhodanid < Jodid < Chlorid. 


ferner 
Li < Na’ < K’ < NH,’ 


1) Gut stimmt die erste Reihe, bei der nur das Nitrat herausfiillt. Es 
ist das vielleicht auf teilweise Assimilation durch die Hefe zuriickzufiihren. 
Bei den Halogenionen einsehlieBlich CNS war eine bessere Ubereinstimmung 
nicht zu erwarten, da bei CNS und J friihzeitige Entfiirbung eintrat. Ein- 
wandfrei ist dagegen die Reihe der Alkalimetallionen einschlieBlich NH,. 

Wir haben solche Serienversuche mit verschieienen Hefen wiederholt 
und fanden im wesentlichen die gleiche Reihenfolge der Ionenwirkung. 
Gelegentlich trat aber auch Platzwechsel ein. So stand bei Verwendung 
einer Jungbierhefe Nitrat vor Tartrat bei sonst gleicher Reihenfolge. Ahn- 
liche Verschiebungen zeigten sich auch bei den Halogenionen. 

Alle bisherigen Versuche wurden mit einer effvktiven Konzentration 
von m/9 ausgefiihrt. Es erscheint sehr wahrscheinlich, daB sich bei anderen 
Konzentrationen vollkommene Ubereinstimmung mit der bekannten Auf- 
einanderfolge oder aber noch stirkere Abweichungen von derselben zeigen 
werden. 

Man darf aber nicht vergessen, da8 auch die Hefe, die in jedem Ver- 
such eine andere war, in ihren Eigenschaften von Fall zu Fall variiert. 
Beurteilen wir obige Resultate unter Beriicksichtigung dieser Tatsache, so 
fallen die kleinen Varianten in den Reihen nur wenig ins Gewicht. 

Interessante Erzeugnisse diirften auch iihnliche Versuche mit physio- 
logisehen Salzkombinationen, die den natiirlichen Verhiiltnissen, z. B. dem 
Salzgehalt der Wiirze, entsprechen, zvitigen. 
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Weiterhin wurde noch eine Serie von analogen Giirversuchen 
angesetzt mit MgCl,, CaCl, sowie einigen Schwermetallsalzen 
MnCl, Fe"Cl,, FeCl, CuSO, endlich mit Natriumsilikat. Damit 
waren auch die im Minchener Leitungswasser vorhandenen Salze 
inbegriffen. Auch ein O-Versuch mit destilliertem Wasser und zum 
Vergleich cin Ansatz mit Brunnenwasser wurde jeweils angestellt. 
Uber diese Versuchsreihe, die noch der Nachpriifung bedarf, wollen 
wir nur aussagen, daB MgCl, und CaCl, unter sich fast gleich 
wirksam, aber etwas weniger wirksam als KCl waren und die 
Wirkung des Brunnenwassers weit iibertrafen. Dann folgten 
MnCl, und FeCl,, das etwas I'e™ enthielt, und erst in grobem 
Abstand FeCl,, wiihrend CuSO, und Na,SiO, die Girung voll- 
stiindig aufhoben. Unter den verwendeten Salzen sind aber auch 
solche, die nicht mehr als Neutralsalze betrachtet werden kénnen. 
Damit beginnt die Schwierigkeit, daB auber dem zu untersuchen- 
den Ion die Aziditét eine Rolle zu spielen anfangt. Das Auf- 
héren der Garung bei FeCl, und Na,SiO, ist wahrscheinlich zum 
Teil darauf zuriickzufiihren. 

In den meisten Fiillen steht das Resultat der nachtriglichen 
Ausziihlung der gefarbten Zellen in Analogie zu den eudiometrisch 
gemessenen Giirgeschwindigkeiten. Der Ansatz mit den wenigsten 
Methylenblauzellen hat die rascheste Kohlensiureentwicklung der 
mit den meisten gefairbten Zellen die langsamste. 

Dies fiihrt uns wieder zuriick zur Methylenblaufirbemethode. 
Nachdem nun eine Reihe von Fehlerquellen erkannt worden ist, 
handelt es sich darum, eine bessere Methode anzugeben, die rich- 
tige Werte gibt. Die diesbeziiglichen Versuche werden zur Zeit 
von Herrn Dr. Kiithles durchgefiihrt, sie sind recht zeitraubend 
und deshalb noch nicht abgeschlossen. Wir kénnen dariiber 
schon so viel sagen, daB die neue Methylenblaulésung, die in jedem 
Falle richtige Werte liefern soll, einen bestimmten Gehalt an 
Neutralsalz und ein bestimmtes p,, haben wird: 

Sicherlich sind in der Literatur manche Angaben iiber ,,tote“ Hefe- 
zellen, welche mit der Methylenblaumethode in ihrer eingebirgerten, wenig 
priizisen Ausfiihrung erhalten worden sind, fehlerhaft, aus den Ursachen, 
die in dieser Arbeit besprochen worden sind, und es erscheint notwendig, 
friihere Resultate, die mit der Methylenblaumethode erhalten worden sind, 
nachzupriifen. Als ein Beispiel fiir einen derartigen Irrtum sei nur jene 
Behauptung') genannt, ,,daB schon in wenigen Stunden ein starkes Absterben 


der Zellen in destilliertem Wasser einsetze, und daB dieses in Gegenwart 
von Zucker bedeutend gesteigert werde“. Anscheinend im Vertrauen auf 


') Vgl. J. Fuchs, Wochenschr. f. Brauerei 1930, Nr. 47, S.171, 
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die Zuverlissigkeit der Methylenblaumethode, die, wie gezeigt wurde, hier 
ganz unmdgliche Werte gibt, hat man fehlerhafte Schliisse, auf die deletire 
Wirkung des destillierten Wassers bzw. der salzfreien Zuckerlisung gezogen. 
Es soll damit durchaus nicht behauptet werden, daB destilliertes Wasser 
tiir die Hefe ein zutriigliches Milieu sei; natiirlich wird sie bei lingerem 
Aufenthalt infolge der Auslaugung geschiidigt und diese Auslaugung wird 
durch Zucker noch erhéht. Aber es widerstrebt schon dem _ biologischen 
Gefiihl, daB ein selbst gegen Desinfektionsmittel relativ resistenter Organismus 
wie die Hefe in so kurzer Zeit durch destilliertes Wasser abgetitet 
werden solle. 

Durch unsere Versuche mit Plattenkulturen ist bewiesen 
worden, daB die hier auftretenden Phiinomene nicht mit ,,tot“ oder 
»lebend“ erklirt werden kénnen, sondern daB es sich lediglich um 
eine Permeabilitiitsiinderung der Zellmembran handelt. 

Lassen wir nun die firbetechnische Seite ganz beiseite, so 
sind die obigen Resultate auch dazu geeignet, Licht in gewisse 
dem Brauer geliufige Erscheinungen zu bringen. Es ist eine 
lingst bekannte Tatsache, daB in Brauereien, die mit extrem 
salzarmen Wissern arbeiten, die Hefe sich im Betrieb viel rascher 
ersch6pft als in solchen, die salzreiche Wiisser verwenden. Wie 
diese rasche Erschépfung zu erkliren ist, demonstrieren unsere 
Versuche, in modifizierender Form auf die Praxis iibertragen ge- 
dacht, sehr deutlich. 

Wie gezeigt worden ist, wird durch Mangel an Salz und 
(segenwart von Zucker das Eindringen von Methylenblau in die 
lebenden Zellen erméglicht und dadurch die Geschwindigkeit der 
Gdrung stark verringert. Im Girbottich haben wir nun allerdings 
kein Methylenblau, aber es kénnen ja verschiedene Stoffe aus der 


Wiirze — wir denken z. B. an die antiseptisch wirkenden Stofle 
aus dem Hopfen, an die sogenannte amorphe Substanz oder die 
Giftstoffe aus Rohfruchtmaischen — in die Hefe, deren freie 


Diffusion infolge von Salzmangel so stark erhdht ist, ganz analog 
dem Methylenblau eindringen, schidigend wirken und die Giir- 
leistung herabsetzen. 

Ja wir kénnen noch einen Schritt weitergehen. Der schiidi- 
gende EinfluB auf die Hefe braucht gar nicht unbedingt von 
giftig wirkenden Stoffen auszugehen. Es kénnen vielleicht Sub- 
stanzen, die unter normalen Verhiltnissen sich gegen die Hefe 
ganz indifferent oder sogar giinstig verhalten, wenn sie infolge der 
erhéhten Permeabilitiit, anormalerweise durch die ihrer abwehrenden 
Funktion beraubten Zellmembran in das Innere der Hefezelle ge- 
langen, dort als eingedrungene Fremdkorper schidigend wirken. 
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Wir kénunten dann bei der lebenden Hefezelle ganz ahnliche 
Unterscheidungen in bezug auf die Giftwirkung machen, wie beim 
héher organisierten Tier, bei dem ein und derselbe Stoff ,per os‘ 
sich ganz indifferent oder sogar als ein Nihrstoff verhalten kann, 
wihrend er intravenés als ein schweres Gift wirken kann. 

Methylenblau verha!t sich unter normalen Bedingungen, also 
in niederen Konzentrationen und in Gegenwart von reichlich 
Salzen so gut wie ganz indifferent!) gegen lebende Hefe; es wird 
aber unter den gleichen Bedingungen sofort zum schweren Gift, 
wenn ihm durch Anderungen in der Permeabilitit der Zellmem- 
bran der Zutritt zum Zellinnern erméglicht wird. 

Um bei dem Vergleich mit dem hodher organisierten Tier 
zu bleiben, so kénnen wir das, was wir beim hoéher organisierten 
Tier durch subkutane IJnjektion erreichen, bei der Hefezelle in 
manchen, allerdings bedingten Fillen durch Behandlung mit 
elektrolytfreier Zuckerlisung zu bewerkstelligen suchen. 


Experimenteller Teil. ?) 

Abhangigkeit der Farbstoffaufnahme der Hefeleibessubstanz vom p,,. 

Versuch 1. 1g untergirige Trockenhefe wurde wiederholt 
gewaschen, abzentrifugiert und mit 100 ccm Wasser aufgenommen. 
[avon wurden je 2 ccm herauspipettiert und vermischt mit 5 ccm 
Mbl.-Lésung 1:5000 und 5ccm Pufferlésung. Nach gutem Durch- 
schiitteln wurde 5 Minuten stehen gelassen und dann abzentri- 
fugiert. Die klaren Flissigkeiten wurden nun colorimetriert. 

Als Vergleichslésung diente eine Mbl.-Lisung von der gleichen 
Verdiinnung (also 5 ccm Methylenblaulésung 1:5000 + 7 ccm 
Wasser), deren Farbstoffgehalt gleich 100°/, gesetzt wurde. 


- 0/ 


Das Zentrifugat der Suspension von py, 2,2 enthielt noch 94,5°/, Farbstoff 


Pu 3,4 - . 70,0 

- - . - » Pr 4,6 » sep 
” ‘ , ; . Py 6,0 - » 10,5 
» Pr 7,4 i " 8,0 

Pr 9,0 “ 7,65 


Bei den gleichen Versuchsbedingungen, aber Verwendung der 3 fachen 
Menge Hefe, ergaben sich die folgenden Werte: 
Das Zentrifugat der Suspension von py 2,2 enthielt noch 92,1 °/, Farbstott 
Pu 4,0 ‘a » 168 
Prr 6,0 - ys 1,18 


') Die Giirung lebender Hefe kann durch Methylenblau von gecignete: 
Konzentration sogar aktiviert werden. Vgl. Euler u. Florell, a.a.0.,58. 21. 
2) Experimentell bearbeitet gemeinsam mit Herrn Dr. I’. Weinfurtner. 
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Beitriige zur Methylenblautfirbung der Hefezellen usw. 233 | 


Versuche mit Plattenkulturen. 

Versuch 2. Die Verdiinnung der Hefe wurde so gewiihlt, 
daB nach Uberschlagsberechnung auf 1 Petrischale etwa 300 bis 
500 Hefekolonien trafen. 

1.0 g frische, auf einer Gipsplatte abgepreBte Unterhefe wurde 
in 1000 ccm destilliertem Wasser gleichmiBig suspendiert (etwa 
5000000 Zelien im Kubikzentimeter). 5 ccm davon fiillten wir 
mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auf (etwa 25000 Zellen inn 
Kubikzentimeter). Von dieser Suspension wurden je 2 ccm ent- 
nommen und auf das Volumen von 100 ccm gebracht (etwa 
500 Zellen im Kubikzentimeter), wobei die in der folgenden 
Tabelle angegebenen Zusiitze bei den Proben a, b, c und d ge- 
macht wurden. 





Mit Miinchener } Mit einer 6°/,ig. | 93,3 cem einer 6°/,ig. | 83,3 cem einer 6°), iz. 
Leitungswasser; Glucoselésung {| Glucoselésung (be-}| Glucoselésung in 
auf 100 cem | (bereitet mit dest. ! reitet mit dest. H,O),} dest. H,O. Nach 

aufgefiillt H,O) auf 100cem |} hierzu nach 33 Min.} 31 Min. 10 cem m/1- 


aufgefiillt 6,7 ecm einer Me-} KCl-Lésung. Nacl: 
thylenblaulésung | weiteren 3 Minuten 
1: 1000 6,7 cem Methylen- 











blauldsung 1: 1000 


Nach weiteren 10 Minuten begannen wir mit der Bereitung 
der Plattenkulturen. Von a, b, c und d wurde in Doppelversuchen 
je 1 ccm in der iiblichen Weise auf 10 ccm Wiirzegelatine ver- 
teilt und in Petrischalen gegossen. Die Hefekolonien wurden 
nach 3 Tagen sichtbar und nach weiteren 3 Tagen ausgezihlt. 


Ergebnis. 





Zahl der Hefekolonien auf einer Platte 
a b c d 
Be 309 300 l 299 
a. 296 307 0 944 





Fremdorganismen irgendwelcher Art waren nicht vorhanden, 
obwohl die ersten Verdiinnungen der Hefesuspensionen nicht unter 
absolut sterilen Kautelen vorgenommen worden waren. Diese 
wurden bei dem folgendem Versuch befolgt. 
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Versuch 3. Obwohl das Resultat des 1. Versuches ganz 
unseren Erwartungen entsprach, wollten wir den Beweis fiir die 
geiiuBerte Ansicht noch ein zweites Mal mit etwas geanderten 
Versuchsbedingungen erbringen. Bei dem 1. Versuch war die 
Hefesuspension in dem Augenblick, als die verschiedenen Agenzien 
zur Einwirkung kamen, also in den 100 ccm Ansiitzen a, b, ¢ 
und d, schon auBerordentlich verdiinnt (etwa 300 Zellen pro 1 ccm). 
Auch war die Hefe zuvor durch die Bereitung der Verdiinnungs- 
stufen verhiltnismibig lange mit dem destillierten Wasser in Be- 
riihrung. Da in beiden Punkten eine Abweichung von den Ver- 
suchsbedingungen bei den Fiarbeversuchen vorlag, haben wir die 
Hefe in geringerer Verdiinnung (2U000000 Zellen pro Kubikzenti- 
meter) der Einwirkung der Lisungen a, b, c und d ausgesetzt 
und die nétigen Verdiinnungsstufen erst danach und zwar diesmal 
mit steriler Wiirze vorgenommen. 





au b ¢ d 
10 eem Hefe- 
suspension Zu b, ¢ und d 
-+- 90 cem 10 cem Hefesuspension + 50 eem einer 
Miinchener sterilen 12 °/,igen Glucoselésung (bereitet 
Leitungs- in destilliertem Wasser), dazu kamen: 
wasser 
33,3 ce sf. 
Nach 30 Min. gg odin 23,3 ccm dest. 
soiadiasiilees: = 40 cem dest. + 640mm Wasser + 
gefiigt Wasser Methylenblau- | 19,0 aca m/1- 
lésung 1:1000| KCl Lésung 
Nach 35 Min. 6,7 cem 
wurde hinzu- — -~- -—- Methylenblau 
gefiigt 1: 1000 
Nach 40 Min. 
Ausziihlung 
der tief- 
blauen Zellen 4—5 °/, *) 90 °/, *) 98 °/, 5—6°), 














*) Anmerkung: Von den Ansiitzen a und b wurde 1 cem Suspension 
mit 2 cem einer Methylenblaulésung 1: 10000 gemischt und nach 
5 Minuten die Ausziihlung vorgenommen. Die effektive Methylen- 
blaukonzentration war somit in den Ansitzen a, b, ec und d die- 
selbe, niimlich 1: 15000. 
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Der ganze Versuch wurde steril durchgetfiihrt und ist ohne 
jede Stérung durch Infektionen verlaufen. 

Hefesuspension: 4g einer frischen, auf einer Gipsplatte ab- 
gepreBten Betriebshefe wurden in 1000 ccm sterilem, destilliertem 
Wasser suspendiert (etwa 20000000 Zellen im Kubikzentimeter). 
Davon wurden je 10 ccm zu den 100 cem-Ansiitzen a, b, c und d 
verwendet. 

Nun wurden von jeder der 4 Suspensionen a, b, c und d 2 ccm 
(etwa 4000000 Zellen) auf je 200 ccm sterile Wiirze (I. Verdiinnung 
20000 Zellen pro Kubikzentimeter) gegeben und nach lingerem 
Umschiitteln kamen von den beimpften Wiirzen wieder je 2 ccm 
(etwa 40000 Zellen) auf 100 ccm sterile Wiirze (II. Verdiinnung 
400 Zellen pro Kubikzentimeter). Endlich kam davon je 1 ccm 
(enthaltend etwa 400 Zellen) bzw. je 0,5 ccm (enthaltend etwa 
200 Zellen) auf 10 ccm Wiirzegelatine, die nach guten Vermischen 
in die Petrischalen gegossen wurden. Diese Plattenversuche 
wurden in doppelter Ausfertigung ausgefiihrt. Die gegossenen 
Platten wurden dann in den Brutschrank gebracht und die sich 
entwickelnden Kolonien am 5. Tage ausgezihlt. 








Ergebnis. 
Bei Aussaat von je 1 cem der II. Verdiinneng. 
Zahl der entwickelten Hefekolonien auf der Platte 
a b ¢ d 
Rs 391 346 1 | 349 
2. 372 368 0 387 
Mittel 361 357 7) 368 


Bei Aussaat von je 0,5 cem der II. Verdiinnung. 





Zahl der entwickelten Hefekolonien auf der Platte 
a | b c d 
1. 185 173 0 198 
(vgl. Fig. 2) | 
| 
2. 179 186 1 175 





Mittel 182 180 _ 186 
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Das Ergebnis der Plattenkulturen zeigt, daB die Suspen- 
sionen a), b) und d) innerhalb der Versuchsfehler gleich viele 
lebende Zellen enthalten. Ks sind also in der Suspension in 
salzfreier Zuckerlisung (b) praktisch ebenso viele lebende Zellen 
wie im Nullversuch mit Brunnenwasser (a) und in der salzhaltigen 
Zuckerlisung (d). Trotzdem aber ergibt das Zufiigen von Methylen- 
blau, daB bei (c) praktisch alle Zellen tot sind, gegeniiber von nur 
etwa 5°/, bei a) und qd). 

Wie vollstiindig durch einen Elektrolytzusatz diese ,,Dis- 
poniertheit’ aufgehoben wird, zeigte besonders deutlich auch die 
weitere Beobachtung der Suspension d). Trotzdem dieselbe iiuBer- 
lich durch das Methylenblau tief dunkelblau gefarbt war, setzte 
nach kurzer Zeit lebhafte Giirung und Vermehrung der Hefe- 
zellen ein. Das mikroskopische Bild zeigte auch nach 8tigigem 
Verweilen dieser Zellen in dem Farhstoff und nachdem lingst 
vollig abgegoren war, nicht mehr als etwa 4—5 °/, gefirbte Zellen. 

Dies illustriert auch die Tatsache, wie relativ ungiftig und 
unschidlich verdiinntes Methylenblau unter gewissen Bedingungen 
sein kann. Sobald es aber durch irgendwie bedingte Permeabi- 
lititsiinderungen der Zellmembran in das Innere einzudringen ver- 
mag, wirkt es als starkes Gift und tétet die Zellen ab. 

Auch die Beobachtung der anderen Suspensionen und der 
Wiirzeverdiinnungen ergab noch einiges Bestiitigende zu den 
Resultaten der Platten. So waren bei Suspension a) auch noch 
nach 8 T'agen nur etwa 5°/, der Zellen blau anfirbbar, wihrend 
bei Suspension b) 100°/, gefarbt waren, nach 8 Tagen aber 
merkwiirdigerweise nur mehr blafblau. 

Die Wiirzekolben der I. Verdiinnung zeigten bei a), b) und 
d) bereits nach 24 Stunden ganz gleichstarke Krausenbildung. 
Der Kolben ¢ zeigte erst nach etwa 6 Tagen eine beginnende 
(sirung. 

Die Kolben der II. Verdiinnung zeigten bei a), b) und d) 
ebenfalls ganz gleiche Girbilder, allerdings in Anbetracht der 
stiirkeren Verdiinnung erst vom 4. ‘lage an. Beim Kolben ec 
konnte man am Boden des GefiiBes deutlich beobachten, wie die 
resistenten, durch die Methylenblauvorbehandlung nicht ab- 
getiteten Hefezellen Kolonien bildeten. Ks waren dies etwa 
70 Kolonien, das sind also, nachdem etwa 3500 Zellen eingesit 
worden waren, etwa 2°/,. Diese Zahl entspricht den, bei der 
Kontrollausziihlung der Suspension gefundenen 2°/, nicht ge- 
iirbten Zellen. Es ist dies aber auch nochmals eine Bestitigung 
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dafiir, daB die iibrigen 98°/, blauen Zellen tatsiichlich als tot 
anzusprechen sind. 

Die Beobachtung, daB bei diesen und iihnlichen Versuchen 
fast alle, aber doch nie alle Zellen getitet wurden, fiihrt un- 
willkiirlich zu der Frage, welche besondere Beschaffenheit eigent- 
lich diesen wenigen Zellen (2°/,) eigen ist. Es ist doch immer- 
hin merkwiirdig, daB gerade diese Zellen dem Angriff von salz- 
freier Zuckerlésung bei Gegenwart von Methylenblau, dem fast 
alle ihrer Artgenossen erlegen sind, iiberdauern. Wir behalten 
uns vor, dieser Fragestellung noch weiter nachzugelhen und die 
Kigenschaften dieser anscheinend besonders widerstandsfihigen 
ellen und der aus ihnen geziichteten Nachkommenschaft zu 


studieren. 


Die Wirkung anderer Zuckerarten und verwandter Stoffe. 


Versuch 4. Um einen Einblick zu gewinnen, wie sich ver- 
schiedene Zuckerarten und einige verwandte Stoffe in bezug aut 
die Hefefirbung verhalten, wurde die folgende Versuchsreihe mit 
Glucose, Saccharose, Liivulose, Maltose, Mannit, Glycerin unter 
Kinhaltung der bisherigen Versuchsbedingungen angestellt. Die 
aufgefiihrten Zahlen sind hier keine genauen Zihlungen. Da 





Methylenblauzellen nach 


Zuckerart 
5 Minuten | 15 Minuten 30 Minuten 1 Stunde 


%) etwa | 7, etwa °/, etwa o/, etwa 
a) Glucose, 5 °/, in 

Brunnenwasser . 0,3 0,5 1,5 
b) Glucose, 5 °/, in 


ne 


dest. Wasser . . 5 90 98 98 
c) Saccharose, 5 °/, 

in dest. Wasser 4 90 98 9S 
d) Liivulose, 5 °/, in 

dest. Wasser . . 4 | 90 97 98 
e) Maltose, 5 °/, in 

dest. Wasser . . 1 40 60 70 
f) Mannit, 5°/, in 

dest. Wasser . . l 5 7 8 


g) Glycerin, 5°/, in 
dest. Wasser . . 3 11 25 29 
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das gleichzeitige Auszihlen zu den einzelnen Zeitpunkten bei 
den 7 Parallelversuchen nicht leicht durchfiihrbar war, haben 
wir es vorgezogen, die Zahl der Methylenblauzellen von drei ge- 
iibten Personen unabhiingig voneinander schitzen zu lassen und 
aus den Schitzungen das Mittel zu nehmen. 


Versuch 5 zeigt den groBen Kinflu® des Brunnenwassers bei 
der Zuckergirung in Gegenwart und Abwesenheit von Methylen- 
blau. Dies ist anschaulich aus der folgenden Tabelle und dem 
Diagramm auf 8. 226 zu ersehen. Die Versuchsanstellung ist aus 
dem Kopf der Tabelle zu entnehmen. Es ist Brauereiunterhefe 
verwendet worden. Der Thermostat war auf 25° einreguliert 
worden. Auch die folgenden Versuche wurden bei dieser Tempe- 
ratur ausgefiilrt. 


Versuch BD. 














] 1] III lV 
2 ecm Hefesus- | 2 cem Hefesus- | 2 cem Hefesus- | 2 eem Hefesus- 
- pension, 5g_ | pension (5+50)] pension, 5g _ | pension (5+50) 
Grar- Hefe + 50g in Hefe + 50g in 
dauer | destill. Wasser | Brunnenwasser | destill. Wasser | Brunnenwasser 
in + 2 ecm eincr | + 2cem einer | + 2 cem einer] + 2 cem einer 
: 20°/,igen Glu- | 20°/,igen Glu- | 20°%,igen Glu- | 20°/,igen Glu- 
Min. | coselésung in| ecoselésung in| coseldsung in| coselésung in 
destill. Wasser | Brunnenwasser | destill. Wasser | Brunnenwasser 
+-2 cem Mbl.]| +2 eem Mbi. + 2 eem + 2 ecm 
1: 2000 1: 2000 destill. Wasser | Brunnenwasser 
15 0,5 1,5 1,2 1,8 
30 0,8 3,2 2,5 4,2 
45 0,8 5,0 3,7 6,8 
60 0,9 6,9 5,0 9,4 
75 1,0 8,4 6,2 12,0 
a0) 1,1 9,4 7,7 14,4 

















Versuch 6. Bei einer Reihe von Natriumsalzen verschiedener 
Siuren wurde gepriift, wie dieselben der girungshemmenden Wir- 
kung des Methylenblaufarbstoffs in Zuckerlésung entgegenwirken. 
Verwendet wurden Natriumacetat, -citrat, -tartrat, -nitrat, -sulfat, 
-bromid, -rhodanid, -jodid, -chlorid, alle in m/3-Liésung. Durch 
die 3fache Verdiinnung war die Konzentration im Garansatz m/9. 
Die erhaltenen Werte sind aus der folgenden Tabelle zu ent- 
nehmen. Zum Vergleich dient Ansatz 1, bei dem die Géar- 
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geschwindigkeit in salzfreiem Milieu in Gegenwart von Methylen- 
blau bestimmt worden war. 


Versuchsanstellung: 


Je 2ccm einer Hefesuspension, 5 g Bierhefe + 50 g Wasser, 

je 1 cem einer Methylenblaulésung 1: 1000, 

je 1 cem einer Glucoselésung 20°/,ig in destilliertem Wasser, 
2cem der betreffenden Salzlésungen, die alle '/,-molar waren. 





- 1 2 3 4 5 6 | II il lV 
os 
= 
3.5/2 5 - 2/4 © oe L. ai 
Nal ee) e5)]/ 26] 26/26) 25/98 )4 |] 2 ] 8 
“ oF |Acl|4Znr /Ag|45 1/45 i a 7, i 
— AE <a ~ i vA TM 4 7 4 





7122 148 | 43 | 73 | 80] 78 |] 717 80 7 88 ] 9,4 

90/25 148 | 53 | 89 | 96 | 9,7 | 8,5 | 9,5 | 10,6 | 11,4 
105 | 2,8 | 5,4 6,4 | 10,4 | 11,2 | 11,5 | 10,0 | 11,1 | 12,5 | 13,4 
120| 2,9 | 60 | 7,8 | 12,0 | 12,8 | 13,3 ] 11,5 | 12,7 | 14,2 | 15,8 
1351 8,1 | 7,0 88 | 13,4 | 14,3 | 14,9 | 12,8 | 14,8 | 15,9 | 17,2 
150] 3,2 | 8,0 | 10,1 | 15,1 | 16,3 | 16,9 | 14,5 | 16,3 | 18,1 | 19,6 
1651] 3,4 | 88 | 11,2 | 16,6 | 18,1 | 18,6 | 15,9 | 18,2 | 20,1 | 21,9 
180 | 3,7 | 9,6 | 12,3 | 18,0 | 19,7 | 20,4 | 17,2 | 19,9 | 22,0 | 23,4 
































Zahl der mit Methylenblau angefirbten Zellen am Ende des Versuchs: 
[95% | 50% | 5% | 5% [10% | 3% | 9%, | entfirbt | 2%, 
Anmerkung 1. Bei II Natriumrhodanid und bei III Natriumjodid 

trat gleich zu Beginn Entfirbung ein. 

Anmerkung 2. Die Reduktion des Methylenblaus durch Reduktase- 
wirkung spielte bei diesen Versuchen keine Rolle, da nicht streng anaerob 
gearbeitet wurde und auch die sonstigen Bedingungen nicht dafiir optima! 
waren. Simtliche Proben, auBer II und III], waren am Ende des Versuchs 
noch blau, ohne wahrnehmbare Schwiichung. 

Resultat: Wir sehen, daB sich die Anionen in ganz be- 
stimmter Reihe anordnen. Nach steigender Wirkung geordnet 
ergibt sich die bekannte Reihenfolge: 


Acetat < Citrat < Tartrat < Nitrat < Sulfat und 
Br < CNS’ < J’ < Cl’ 
Am Ende des Versuchs wurde nun noch die Auszihlung der blau 
gefirbten Zellen in den Girkélbchen vorgenommen. Im 6. Ver- 
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such mit destilliertem Wasser waren 95°/, vorhanden, in allen 
Ansiitzen mit Salz viel weniger. Die Resultate der Auszahlung 
stehen im wesentlichen im EKinklang mit den Ergebnissen der 
Girungen; die Reihenfolge stimmt aber nicht ganz damit iiber- 
ein. Die vollstiindige Aufkliirung dieser UnregelmiBigkeiten wird 
noch einige Versuche erforderlich machen. 

Versuch 7. Kin ganz analoger Versuch wurde nun mit 
den Chloriden einiger Metalle ausgefiihrt, die auch wieder in 
m/3-Liésung zur Anwendung kamen und im Versuch auf m/9 ver- 
diinnt wurden. In den Ansiitzen wurde alles konstant gehalten, 
nur die Kationen NH,, K’, Na, Li variiert. Es sollte der spezi- 
fische KinfluB der ecinzelnen Alkalimetallionen auf das Eindringen 
von Methylenblau in giirende Hefezellen untersucht werden. Die 
Verhaltnisse sind in der folgenden ‘T'abelle wiedergegeben. 


Versuchsanstellung: 
Je 2 ccm einer Hefesuspension, 5 g Bierhefe + 50 g Wasser. 
je 1 cem einer Methylenblaulésung 1: 1000. 
je 1 eem einer Glucoselésung 20 °/,ig in destilliertem Wasser. 
2 cem der betreffenden Salzlésungen, die alle '/, molar waren. 




















Zeit 1 2 3 4 5 
= dest y , . ; 

Minuten anna NH,Cl KCl NaCl LiCl 
0 0,2 0,8 0,5 0,7 0,6 
15 0,6 2.6 1,9 2,1 2,0 
30 1,2 4,5 3,4 3,7 3,5 
45 1,8 6,4 5,1 5,2 4,9 
60 2,5 8,7 7,0 6,9 6,5 
75 3,0 11,0 9,1 9,0 8,3 
90 3,7 13,2 11,3 11,0 10,2 
105 4,3 15,5 13,2 12,9 12,3 
120 5,0 17,7 15,3 14,9 14,2 
135 5,7 19,8 17,5 16,9 16,3 
150 6,6 22,0 19,8 19,0 18,1 
165 7,5 24,3 22,2 21,2 20,3 
180 8,4 26,5 25,6 23,4 22,4 


Zahl der mit Methylenblau angefiirbten Zellen am Ende des Versuchs: 
| soy | 9% | 10% | 10% | 12% 
Grobe Unterschiede haben sich zwischen den einzelnen Alkali- 


metallionen also nicht ergeben. Mit unserem empfindlichen Gir- 
thermostaten konnten wir aber dennoch feststellen, daB auch 
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hier auf Grund der geringen Unterschiede sich die folgende Reihe 


einstellt: 
Li’ < Na’ < K < NH, ’. 


Wir finden auch hier im wesentlichen wieder die vielbekannte 
Hofmeistersche Reihe vor. Allerdings kommt, wenn man die 
physikalisch-chemischen Wirkungen und Konstanten (Aktivitiits- 
erhéhung, Lonendurchmesser usw.) zugrunde legt, das NH,’ vor 
dem K’. Die Uberlegenheit des Ammoniumions im Girversuch 
erklirt sich aber vielleicht zwanglos, wenn man bedenkt, dab 
Ammonsalze eine leicht assimilierbare Stickstoffquelle fiir die 
Hefe darstellen. 

Bei diesem Versuch steht auch das Resultat der nachtriig- 
lichen Auszihlung der gefirbten Zellen in sinngemiber Analogie 
zu den eudiometrisch gemessenen Girgeschwindigkeiten. Der An- 
satz mit den wenigsten Methylenblauzellen hat die rascheste 
Kohlensiureentwicklung, der mit den meisten gefirbten Zellen 
die langsamste. 

Hervorzuheben ist noch, daB bei den Versuchen 6 und 7 
die Hemmung der vitalen Hefegirung in elektrolytfreier Zucker- 
lésung nicht so stark ist wie bei Versuch 5 war. Wie friiher 
erwihnt, hingt das mit der zufilligen Beschafienheit der ver- 
wendeten Hefe zusammen. 

Die Arbeit wird fortgesetzt. Die Resultate sind auch noch 
mit den bestehenden Theorien iiber die Zellpermeabilitit in Kin- 
klang zu bringen. 

Zusammenfasssung. 

Die bei der mikroskopischen Untersuchung der Hefe zur 
Unterscheidung von lebenden und toten Zellen gebriiuchliche 
Methylenblaufirbemethode wurde einer kritischen Betrachtung 
unterzogen und zugleich einige Studien tiber die Permeabilitit 
der Hefezellmembran angestellt. Sowohl die Menge des von der 
Hefe aufgenommenen Farbstoffs wie die Zahl der gefairbten Zellen 
hingen vom p, ab. Fiir ein und dieselbe Hetfe ergeben sich 
demnach ganz verschiedene Werte fiir die Zahl der ,,toten* Zellen, 
je nachdem man die Hefe aus dem vergorenen Substrat oder nach 
dem Wissern mit Leitungswasser anfirbt. 

Wichtiger ist der FintluB der Salze auf die Methylenblau- 
farbung. In destilliertem Wasser nimmt die Zahl der fairbbaren 
Zellen mit der Zeit rasch zu, wihrend sie in Leitungswasser in 
der gleichen Zeit praktisch konstant bleibt. Dieser Unterschied 
wird ganz enorm, wenn auch noch Zucker zugegen ist. In wenigen 
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Minuten firben sich die Zellen in der salzfreien Zuckerlésung bis 
zu 98°/, tiefblau, wihrend in Leitungswasser die Anwesenheit von 
Zucker nur wenig ausmacht. Dieses Resultat ist nun nicht im 
Sinne der Methylenblaufirbemethode, also mit dem Tod der Zellen 
zu deuten, sondern vom Standpunkt der Permeabilitatsverinderung 
der Zellmembran aus zu betrachten. Durch den nur wenige 
Minuten dauernden Aufenthalt in elektrolytfreier Zuckerlisung 
werden die Zellen bzw. ihre Membranen so verindert, daB dem 
Methylenblau das Eindringen in die Zellen erméglicht wird. Es 
konnte bewiesen werden, dab diese fiir die Farbstoffaufnahme 
disponierten Zellen, die sich jederzeit tiefblau anfirben lassen, 
gesund und fortpflanzungsfihig sind. Abgetétet werden sie erst 
durch den bei der Farbung eingedrungenen Farbstoff. Die Dis- 
position der Hefezellen fiir die Farbstoffaufnahme kann durch 
geringen Salzzusatz wieder vollstiindig aufgehoben werden. 

Die genannten Phinomene werden von Glykose, Liivulose, 
Saccharose, Galaktose etwa gleichstark hervorgerufen. Etwas 
weniger wirksam ist Maltose. 

Sie treten bei Bierhefe viel stiirker in Erscheinung als bei 
Bickerhefe. 

In Eudiometerversuchen wurden die Ergebnisse der Fiirbe- 
phinomene iiberpriift und weiter verfolgt. In den elektrolytfreien 
Giransiitzen war die Girgeschwindigkeit geringer als in Anwesen- 
heit von Salzen; war auch noch Methylenblau im System zugegen, 
so wurde die Garung sehr stark gehemmt. Diese Giirungshemmung 
wird durch Salze fast vollstindig aufgehoben, und zwar ordnen 
sich die untersuchten Ionen in ihrer diesbeziiglichen Wirkung im 
wesentlichen nach der Hofmeisterschen Ionenreihe. 

Auf Grund der erwihnten Ergebnisse werden die Febhler- 
quellen der bisherigen Methylenblaufirbemethode besprochen. 
AuBerdem werden Betrachtungen iiber die brautechnische Be- 
deutung angestellt und die Wirkung von Methylenblau auf Hefe 
in Gegenwart und Abwesenheit von Salzen mit den Giftwirkungen 
per os und intravends beim héheren Tier verglichen. Auch aut 
die Méglichkeit, mit Hilfe der elektrolytfreien Zuckerbehandlung 
gewisse Stoffe analog dem Methylenblau in die Hefezellen zu 
bringen, wird hingewiesen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei auch 
an dieser Stelle mein warmster Dank ausgesprochen fiir die 
Mittel zum Bau eines Seriengirthermostaten. 











Uber die lokale Gewebsverkalkung nach subcutaner Zufuhr 
von bestrahltem Ergosterin. 
Von 
Th. vy. Brand und F. Holtz. 
Mit 3 Figuren auf Tafel III u. 1V. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums Géttingen). 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1930.) 


Wir haben in einer friiheren Arbeit') mitgeteilt, daB bei subcutaner 
Zufuhr von Vitamin-D-Lésungen lokale Verkalkungen an der Injektions- 
stelle entstehen. Die Krankheitsbilder, die dureh iibermiBige Zufuhr von 
bestrahltem Ergosterin erzeugt wurden, waren wesentlich schwiicher nach 
subcutaner Zufubr der betreffenden Lésung als nach oraler Gabe. Wir 
haben diese Erscheinungen weiter untersucht und besonders auch fest- 
gestellt, ob sich gleiche Ergebnisse mit dem Vitamin-D-freien Calcinose- 
faktor?) erzielen lassen. 

Als Versuchstiere verwandten wir wiederum, wie in unseren friiheren 
Arbeiten, Ratten: Die Ratte wird einerseits zur Priifung der antirachitisehen 
Wirkung von Priiparaten benutzt, andererseits neigt die Ratte sehr wenig 
zu Spontanverkalkungen: Es findet sich bei etwa 30°/, der ausgewachsenen 
Ratten, wie wir friiher') festgestellt haben, geringfiigige Kalkzylinderbildung 
in der Niere, d. h. Verkalkungen ausschlieBlich ersten Grades (vgl. iiber die 
Gradeinteilung der Verkalkungsstirke von Brand und Holtz‘); in den 
iibrigen Organen fanden wir niemals Spontanverkalkungen, Zudem ist uns 
der Verlauf der durch orale Uberdosierung von Vitamin-D-Lisungen er- 
zeugten Krankheit bei der Ratte durch unsere friiheren Versuche sehr 
genau bekannt. 

Wir setzten verschiedene Versuchsserien an, niimlich Tiere, denen in 
das subcutane Gewebe des Oberschenkels Lésungen von Priiparat W 64b, 
KW 52 und N, in Sojaél gelést, injiziert wurden. Die Priiparate KW 52 
und N sind antirachitisch wirksam und enthalten den Calcinosefaktor, 
wihrend das Priiparat W 64b durch Erhitzen seiner antirachitischen Wirk- 
samkeit beraubt war. KW 52 wurde durch Bestrahlung von Ergosterin mit 
Magnesiumfunken in Benzol als Lisungsmittel gewonnen. N ist ein in 
Alkohol mit Quecksilberlicht bestrahltes Ergosterin- Umwandlungsprodukt. 





1) vy. Brand-Holtz, Diese Z. 185, 217 (1929). 
2) Holtz-Schreiber, Diese Z. 191, 1 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitachrift f, physiol. Chemie. CXCV. 16 
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Die Konzentration des Vitamin D (,,antirachitiseche Grenzdosis“ = S.E.D.- 
prophylaktischer Rattenversuch mit Réntgendiagnose bei oraler Zufuhr) und 
die Konzentration des Calcinosefaktors (,,toxische Grenzdosis“ = To. Gr.- 
Gewichtsabnahme ausgewachsener Miuse, vgl. Holtz-Schreiber’)) der 
verwendeten Priiparate geht aus der Tabelle 1 hervor. Den Kontrolltieren 
wurde zum Teil Sojaél, zum Teil Ergosterin, gelést in Sojaél, subcutan 
injiziert. — Spezifische Verinderungen im subcutanen Gewebe, die auf das 
Bestrahlungsprodukt zuriickzufithren sind, zeigen sich meist nur, wenn die 
betreffende wirksame Substanz lingere Zeit tiiglich subcutan injiziert wurde; 
eine einmalige Injektion war fast stets wirkungslos. Die Injektionen wurden 
daher tiiglich verabfolgt. — Die Tiere wurden in verschiedenen Zeitabstiinden 
nach Beginn der Injektionen getétet; die Injektionsstelle und die Nieren 
wurden histologisch nach der Kossaschen Methode auf Kalkeinlagerungen 


untersucht. 
Tabelle 1. 











Grenzdosis 
Priparat antirachitisch | toxisch 
(y) | (mg) 
W 64b iiber 20 0,075 
KW 52 0,04 0,06 
N 0,3 0,4 


Unsere Untersuchung erstreckt sich somit auf folgende Ver- 
suchsserien: 


Serie A: tig]. Injektion von Sojaél 


5 tow - » Ergosterin, gelést in Sojaél 

a | aE ¥ " » 13To.Gr. des Priiparates W 64b 
I): 4 i ~ ee, m KW 52 

» F i. . » OteGe. «, ss N 

ee a = » 10 To.Ge. « . N 


Bei simtlichen Tieren entstanden infolge der ,,chronischen 
Injektionen“ bestimmte Verinderungen an der Injektionsstelle. 
Es bildete sich zuniichst unter der Haut ein starkes Infiltrat; 
das Gewebe fihlte sich hart, knollig an. Das eingespritzte Ol 
blieb in den subcutanen Fettzellen oder auch in gréBeren Binde- 
gewebsliicken, die sich wohl bei den Injektionen gebildet hatten, 
lange Zeit liegen, so daB bei einer Inzision in die Gegend der 
Injektionsstelle zuweilen betriichtliche Olmengen aus der Schnitt- 
fliche abtropften. Die eingelagerten Olmassen waren gelegentlich 
so grob, daB sie unter Umstinden das Einbetten der Priparate 
in Paraffin erschwerten. Denn die Hautstiicke muBten nach dem 


') Holtz-Schreiber, Diese Z. 191, 1 (1980). 
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Fixieren ziemlich rasch durch die Alkoholstufen und das Benzol 
bzw. Chloroform hindurchgefiihrt werden, um ein zu starkes Er- 
hirten zu vermeiden. —- Bei der groBen Zahl der bei einem Tier 
notwendigen Injektionen war auf die Dauer meist eine Infektion 
in der Injektionsgegend nicht zu vermeiden, obwohl versucht 
wurde, aseptisch zu arbeiten. Die Infektion machte sich in ent- 
ziindlichen Prozessen geltend. Es wanderten zahlreiche Leuko- 
zyten ein; schlieBlich bildeten sich gréSere und kleinere Abszesse, 
die teilweise durch feine Bindegewebssepten gekammert waren. 
Sie waren gefiillt mit Kiter, der bald in eine kisige, kriimelige 
Masse iiberging. Die Wand der Abszesse war aus ziemlich derben 
Bindegewebsziigen gebildet. Wihrend sich im allgemeinen die ganzen 
Prozesse entsprechend der Art der Injektionen in dem Binde- 
gewebe abspielten, das unter der Hautmuskelplatte gelegen ist, 
konnten bei stirkerer GréBenzunahme der Abszesse die Muskel- 
platte sowie selbst die Oberhaut in Mitleidenschaft gezogen 
werden, so daB sich gelegentlich auf der Haut offene Geschwiire 
bildeten. Daf der Haarwuchs infolge der fortgesetzten Injektionen 
an dem betreffenden Oberschenkel stark litt, braucht nicht be- 
sonders hervorgehoben zu werden. 

Trotz zahlreicher Versuche konnten wir bei den Ratten, denen 
Sojaél oder unbestrahltes Ergosterin in Soja6l injiziert war (Serie A 
und B), niemals eine Verkalkung an der Injektionsstelle 
finden. Auch in den Nieren iiberschritten die gefundenen Ver- 
kalkungen niemals das fiir normale Tiere gefundene Mab (Tab. 2). 

Im Gegensatz zu diesen Kontrolltieren zeigten die Tiere der 
Serien C—F, denen Bestrahlungsprodukte des Ergosterins subcutan 
zugefiihrt waren, in der Mehbrzahl der Fille an der Injektions- 
stelle Kalkablagerungen in der Subcutis und zwar unterhalb 
der Hautmuskelplatte. Der Typus dieser Kalkablagerungen war 
nicht in allen Fallen gleichartig. Der Kalk fand sich meistens 
in Form kleiner rundlicher oder unregelmabig geformter Kérnchen, 
gelegentlich auch als gréBere Schollen, in einer mehr oder weniger 
schmalen Zone, die im Bindegewebe zwischen der Hautmuskel- 
platte und der tieferen Muskulatur gelegen war. Es war auffallend, 
daB diese Verkalkungen (Fig. 1, Taf. III), die recht massive Grade 
annehmen konnten, in einer relativ schmalen Zone auf den Schnitten 
oft weithin verfolgt werden konnten. — In anderen Fillen lag 
der Kalk mehr zerstreut im Gewebe; er bevorzugte Stellen, die 
nekrotisiert waren. Doch fanden sich auch 6fter Ablagerungen 
an Stellen, an denen das Gewebe einen noch ziemlich intakten 

16* 
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EKindruck machte. — In den Fallen endlich, in denen an der 
Injektionsstelle Abszesse sich gebildet hatten, fand sich der Kalk 
einerseits reichlich an die Innenseite der AbszeBwand angelagert 
(Fig 2, Taf. IIL), ferner in dieser selbst und endlich in Form 
groBerer und kleinerer Brocken im verkisten AbszeBinhalt. Bei 
vielkamimerigen Abszessen waren oft die feinen Bindegewebssepten 
von den Kalkablagerungen bevorzugt (Fig. 3, Taf. IV); sie waren 
oit massiv verkalkt. Gelegentliche Bilder erwecken den Eindruck, 
daB in manchen Fillen die elastischen Fasern der Subcutis friih 
ergriffen werden. Die Hautmuskelplatte und die Oberhaut selbst 
waren immer kalkfrei. 

Die Konzentration der toxischen Grenzdosen im injizierten 
Sojaél lag in unseren Versuchen zwischen 130 und 250 To.Gr. in 
einem Kubikzentimeter. Die Hiiufigkeit und Stirke der lokalen 
subcutanen Verkalkungen ist abhingig von der Zahl der tiglich 
injizierten toxischen Grenzdosen (Tab. 3); die Zeitdauer des Ver- 
suches und damit die Gesamtmenge der injizierten Grenzdosen 
war in unseren Versuchen nicht von sehr wesentlicher Bedeutung 
fir die lokalen Verkalkungen; diese kénnen bereits innerhalb der 
ersten zwei Wochen auftreten. 

















Tabelle 3. 

—" Verkalkungsbefund . . 
Tiiglich ae Verkalkungsstufe der Niere 
Mad an der Injektionsstelle 
Injizierte ti sae a eae ee ee 
To.Gr. | negativ positiv 0) 1 2 3 | 4 

0 14 0 mis )/—/|—}|— |)8 
18 2 4 3 3 — — —_ i= 
|| 

17 3 3 3 3 a a — @ 
50 1 4 1 2 2 — -— a 
100 0 6 1 2 1 a 2 J& 











Wir haben weiterhin die Nieren der gespritzten Tiere auf 
ihren Kalkgehalt untersucht. Es zeigte sich, analog unseren 
friiheren Versuchen, daB die Nierenverkalkungen nach subcutaner 
Zufuhr von bestrahltem Ergosterin wesentlich schwicher waren 
als jene, die wir nach oraler Zufuhr gleicher Mengen der ver- 
wandten Priiparate beobachteten. Bei Zufubr von 50 To.Gr. des 
Priparates N tiglich auf subcutanem Wege fand sich in den 
Nieren fast regelmiBig Kalk, doch entsprachen die Verkalkungs- 
stiirken immer nur den Stufen 1 und 2. Erst bei subcutaner 
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Zufuhr von tiglich 100 To.Gr. des Priiparates N fanden wir bei 
zwei Exemplaren die Verkalkungsstufe 4. Dagegen beobachteten 
wir nach tiglicher oraler Gabe von 50 To.Gr. des Priiparates N 
bereits nach etwa 12 Tagen bei etwa 50°/ der Versuchsratten 
Nierenverkalkungen dritten und vierten Grades, wiihrend wir bei 
den Ratten der Serie E auch nach 36tiigiger taglicher Zufuhr von 
50 To.Gr. des Priiparates N keine einzige Nierenverkalkung dritten 
oder vierten Grades sahen. Die feineren histologixchen Erschei- 
nungen der Nierenverkalkung bei oraler oder subcutaner Zufuhr 
stimmen genau iiberein, so daB sich eine nihere Schilderung 
eriibrigt. 

Unsere Untersuchung hat bewiesen, daB durch subcutane 
Zufuhr von bestrahltem Ergosterin lokale Verkalkungen erzeugt 
werden kénnen, die nicht durch entziindliche Vorginge bedingt 
sind, sondern die auf eine spezifische Wirkung eines Umwand- 
lungsproduktes des Ergosterins zuriickzufiihren sind. Die ge- 
fundenen Verkalkungen in subcutanen Gewebe miissen auf einer 
direkten Einwirkung der betreffenden wirksamen Substanz auf die 
verkalkenden Gewebe beruhen und kénnen nicht, wie dies fir 
andere Organverkalkungen auch deukbar wire, auf eine indirekte 
Wirkung bezogen werden, derart, da’ durch die verursachten 
Stoffwechselstérungen (z.B. Anstieg des Kalkgebaltes im Serum) 
sekundir Verkalkungen erzeugt werden. Die lokalen Verkalkungen 
an der Injektionsstelle lassen sich auch durch Lésungen erzeugen, 
die nur noch den Calcinosefaktor und nicht mehr das Vitamin D 
enthalten; sie werden somit durch den Calcinosefaktor hervor- 


gerufen. 
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Neue Gesichtspunkte zum Problem der Umwandlung 
von Fett in Kohlehydrat im Organismus. 
Von 


M. Henze. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Laboratorium der Universitat Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1931.) 


Die gréBte Schwierigkeit fiir die Erklarung der Umwandlung 
von Fett in Kohlehydrat im Organismus liegt am Auftreten der 
beim Fettabbau durch £-Oxydation entstehenden 4 er-Kohlenstoff- 
ketten, der Acetessigsiiure bzw. der #-Oxybuttersiure, Ks ist mit 
Sicherheit kein Weg bekannt, der von diesen 4er-Ketten zum 
Kohlehydratmolekil fihrt. Im intermediiren Stoffwechsel kann 
Kohlehydrat nur aus 8er-Kohlenstoffketten aufgebaut werden. 
Experimentell und klinisch gesichert ist hinsichtlich des Abbaues 
der Acetonkérper lediglich die Tatsache, daB derselbe an die An- 
wesenheit oder an die Spaltung von Kohlehydrat gebunden ist. 

Das war der Grund, weshalb wir die heute bekannten Inter- 
mediirprodukte des Kohlehydratabbaues in ihrem Verhalten zur 
Acetessigsiiure untersuchten. Wie wir in einer ersten Arbeit?) 
mitteilten, verschwindet Acetessigsiiure auBerordentlich schnell in 
Gegenwart von Methylglyoxal, so daB man von einer antiketogenen 
Wirkung des Methylglyoxals in vitro reden kann. In Verfolgung 
dieser Beobachtung gelang es festzustellen*), daB die beiden ge- 
nannten Substanzen unter Bildung eines Oxydiketons, C,H,,0s, 
man kénnte es kurz Diacetylithanol nennen, miteinander reagieren. 
Die Bedingungen fiir diese Reaktion in vivo sind zweifellos ge- 
geben. Rein chemisch wire damit die Méglichkeit eines Uber- 
ganges der 4er-Kohlenstoffketten in eine 6er-Kette vorgezeichnet. 
Ja, es wiirde das Ketolmolekiil bei Aufnahme von 2 Mol Wasser 
und einem Atom Sauerstoff direkt das Mol C,H,,O, liefern kénnen. 
Biochemisch betrachtet erscheint das ,, Wie“ dieses letzten Schrittes 
allerdings nicht so einfach, immerhin aber nicht ausgeschlossen. 
Wir wiesen in unserer letzten Arbeit bereits daraufhin und glaubten 
uns fiir die Méglichkeit dieses Vorganges auf die in allen ein- 





























Neue Gesichtspunkte zum Problem der Umwandlung von Fett usw. 249 


schligigen Handbiichern zitierte Angabe stiitzen zu kénnen, nach 
der im Gegensatz zum Aceton alle héheren Ketone verhiltnismiibig 
leicht im Organismus verbrennen. Nach Schwarz’) soll das Di- 
aithylketon nach Verfiitterung zu 92°/, nicht mehr im Harn er- 
scheinen. 

Abgesehen davon, daB diese Angabe, sicher soweit sie das 
Diithylketon betrifft, auf einer unrichtigen Methodik basiert*), 
erscheint uns heute nach naherer Kenntnis des Ketols ein anderer 
Weg von ihm zum Kohlehydrat viel wahrscheinlicher, zumal auch 
vom biochemischen Gesichtspunkte nichts dagegen einzuwenden 
sein diirfte. 

Wir fanden, daB gelinde Oxydationsmittel, wie Wasserstoff- 
peroxyd, von dem ja schon oft gezeigt wurde, daB es im Sinne 
biologischer Oxydationsvorgiinge zu wirken vermag, ebenso auch 
alkalische Permanganatlésung bei tiefen Temperaturen das Ketol 
glatt in Brenztraubensiure iiberfiihren. Méglicherweise entstehen 
aus dem Ketol zuniichst 2 Mol Methylglyoxal. Formuliert wiirde 
die Oxydation folgendermaBen ablaufen: 

CH,-CO-CHOH-CH,-CO-CH, + 0, = 2CH,-CO-CHO + H,G. 

Die Umwandlung der Acetessigsiure kénnte sich nach unseren 
Anschauungen also so vollziehen, daB 1 Mol Acetessigsiure durch 
Kombination mit einem Mol Methylglyoxal zu 2 Mol Methylglyoxal 
bzw. zu 2 Mol Brenztraubensiure verbrennt. Damit ist der Uber- 
gang von der 4er-Kohlenstoffkette zur 3er-Kette erreicht, von wo 
aus die Umwandlung in Zucker keine Schwierigkeit mehr bereitet. 
Der alte Satz ,,die Fette verbrennen im Feuer der Kohlehydrate“ 
wire auf diese Weise richtiger modifiziert. 

Die skizzierte Reaktionsfolge ist chemisch begriindet und 
wir halten sie biochemisch durchaus fiir diskutabel um als Richt- 
linie fir Versuche in vivo zu dienen. 

Wir stellten daher zunachst 





*) Anmerkung. Schwarz bestimmte nach Eingabe verschiedener Ketone, 
in Harn und Ausatmungsluft deren unveriinderten Anteil und zwar unter 
Anwendung des Messingerschen Acetonbestimmungsverfahrens. Bekanntlich 
basiert dieses auf der Entstehung von Jodoform und kénnte demnach nur 
fiir Ketone mit einer CH,-CO-Gruppe Geltung haben, sicher aber nicht 
fiir das Diaithylketon, Nach einigen orientierenden Beobachtungen liefert 
Methyliathylketon Jodoform und scheint jodometrisch richtige Werte zu 
geben. Athylisobutylketon und Diithylketon liefern kein Jodoform bei 
Messingerbehandlung. Allerdings verbrauchen auch sie Jod. Der Jod- 
verbrauch scheint sich dem von 6 Atomen Jod pro Mol zu nihern, aber 
wechselt. Wir wollen dieser Frage noch nachgehen. 
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Fitterungsversuche mit Ketol. 


Per os verabreicht wird das Ketol selbst in groBen Dosen 
ohne irgendein Zeichen von Schidigung vertragen. Auch keine 
Nierenreizung machte sich bemerkbar (Harn stets eiweiBfrei). 
Wir gaben einmal bis zu 4,5 g mit der Schlundsonde und ledig- 
lich die Kostbarkeit des Ketols hielt uns vorliiufig ab, die Dosen 
noch weiter zu steigern, Die Untersuchung des Harns zeigte, 
daB das Ketol vom Kaninchen bis zu etwa.2 g im Organismus 
vollig umgesetzt wird. Es erfolgt nicht etwa eine Ausscheidung 
in Form einer Glycuronséureverbindung, wie man auf Grund 
anderer Erfahrungen etwa hatte erwarten kénnen. 


Die Anwesenheit unverinderten Ketols im Harn wurde 
quantitativ mittels der Reduktionsmethode von Bertrand fest- 
gestellt (vgl. unsere friihere Mitteilung). Dabei ist zu bemerken, 
daB bekanntlich auch Normalharn unter Umstinden beim Kochen 
mit Fehling etwas Kupferoxydul abscheiden kann. Andererseits 
entspricht eine gewisse durch Reduktion entstandene Menge Kupfer- 
oxydul, wenn sie auf Ketol umgerechnet wird, im Vergleich mit 
Glucose mehr als der 3fachen Menge Ketol. Beide Faktoren 
sprechen also sehr zu unseren Ungunsten, d.h. eine geringe im 
Harn festgestellte Abscheidung von Oxydul wird eine sehr groBe 
Menge unveriindertes Ketol reproduzieren. 

Das sich das Ketol in waBriger Lésung mit hinreichender 
Genauigkeit nach Bertrand bestimmen liBt, zeigt ein Auszug 
aus unseren Protokollen. Wir hielten uns méglichst an solche 
Mengen Ketol, die bei der Bertrandmethode den giinstigsten Cu,O- 
Mengen entsprechen. 




















°/,-Gehalt mg ecm n/10 KMnO, 125 mg Ketol 
der Lézg. oem | Ketol Fehling |eem Verbrauech| entspr. eem n/10 KMnO, 
0,50 25 | 125 40 16,3 16,3 
0,50 25 | 125 40 16,4 16,4 
0,35 25 88 40 11,7 16,6 
0,19 25 46 40 6,2 16,8 
2.00 6,25 | 125 40 16,9 16,9 
2,00 | 6,25] 125 80 16,7 16,7 
0,50 4250 | 125 40 16,5 16,5 
0,10 | 2,30] 28 40 8,2 17,3 











Als Berechnungswert nahmen wir an: 125 mg Ketol = 16,7 cem n/10-KMnQ,. 
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Der Ketolgehalt einer Lésung laBt sich auch auf jodo- 
metrischem Wege festlegen, indem man analog der Messinger- 
schen Acetonbestimmung verfaihrt. Ks werden dabei die beiden 
CH,-CO-Gruppen in Jodoform iibergefiihrt. Vgl. dazu die in 
unserer friiheren Arbeit mitgeteilte Uberfithrung des Ketols in 
Apfelsiiure durch alkalische Hypobromitlésung. 


1 Mol. Ketol verbraucht 12 Atome Jod oder 130 mg Ketol 
entsprechend 120 ccm n/10-Jodlésung. 


Als Beispiel fiihren wir an: 





°/,-Gehalt de er ‘+h | Theoretische 
/o*Ge alt der com Eng | Mg Subst. Verbrauch | Theoretischer 
Ketollésung 





eem Jod Verbrauch 


0,36 5 18 16,5 16,6 














1,72 2 34 82,5 31,8 
0,51 5 25 23,6 23,1 
Versuchsergebnisse. 


Kaninchen 2,7 kg, erhalt 3 Tage gleichmiibiges Futter. Dabei 
Harn stets eiweiBfrei, reduziert nicht. Naphthoresorcinprobe an- 
gedeutet. 


Der Harn wurde zunichst stets qualitativ mit Benedictlésung *) 
gepriift. Ketol reduziert dieses Reagens momentan, wiihrend 
andere reduzierende Substanzen des Harns (ausgenommen natiir- 
lich Glucose) dasselbe nicht veriindern. Daher erhielten wir oft 
negativen Benedict, nach Bertrand dagegen geringe Reduktion. 
Auch die vom Ketol gegebene Nitroprussidreaktion diente zur 
Orientierung und zwar in der von Rothera‘) angegebenen Modi- 
fikation mit Ammonsulfatzusatz, die auBerordentlich empfindlich 
ist (fiir Aceton 1:20000). Nachdem wir zur Orientierung erst- 
malig 1 g Ketol in 25 ccm Wasser mit der Schlundsonde gegeben 
hatten und der 24stiindige Harn darauf keine Reduktion zeigte, 
gaben wir am 


I. Versuchstag: 1 g Ketol und nach 2!/, Stunde nochmals 
3,5 g Ketol. 24 stiindiger Harn 195 ccm, Benedict und Rothera 
positiv. Quantitative Bestimmung ergab Reduktion, die einer Menge 
von 1,2 g ausgeschiedenem Ketol entsprechen wiirde, trotzdem 
lieB sich kein Nitrophenylhydrazon aus dem: Harn gewinnen 
(Bedarf Nachpriifung). Naphthoresorcinprobe nicht verstarkt. 
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II. Versuchstag: 2 g Ketol. 24stiindiger Harn 145 ccm. 
Benedict und Rothera beide schwach positiv. Drehung 0,5 
rechts, Bei Vergirung Spur CO,. Reduktion nach Bertrand 
wiirde 1 g Ketol entsprechen, was uns aber nach den qualitativen 
Proben unzweifelhaft als zu hoch erscheint. 

III. Versuchstag: 2 g Ketol. 24stiindiger Harn 195 ccm. 
Benedict negativ. Rothera eben angedeutet. Die quantitative 
Bestimmung wiirde noch einem Gehalt des Harns von 0,1 ¢ Ketol 
entsprechen. Naphthoresorcinprobe normal. 

IV. Versuchstag: 2 g Ketol. 24stiindiger Harn 185 ccm. 
Benedict negativ. Rothera eben angedeutet. Quantitative Be- 
stimmung ergab eine Reduktion, die 0,1 g Ketol entsprechen wiirde. 
Naphtoresorcipprobe unveriindert. 

V. Versuchstag: 1,8 g Ketol. Benedict negativ. Rothera 
angedeutet. Reduktion nach Bertrand negativ. Naphtoresorcin- 
probe normal. 

Zwischen die einzelnen Versuchstage wurden Pausen von 
1—3 Tagen eingeschaltet, wihrend denen der Harn vollig normal war. 


Versuche mit Leberbrei. 


In Kontakt mit Leberbrei, und wie es scheint auch mit 
Extrakten davon, wird das Ketol angegriffen; es ist nach dem 
Aufarbeiten verschwunden und nicht mehr nachzuweisen. Obwohl 
wir diese Angabe als véollig sicher betrachten und uns keines 
methodischen Fehlers bewuBt sind, miissen diese Versuche weiter 
eingehend iiberpriift werden und wir hoffen auch feststellen zu 
kénnen, was mit dem Ketol geschieht. 

Die sicher viel extraktere jodometrische Ketolbestimmung 
konnten wir bisher bei Organbreiversuchen nicht adaptieren, so 
daB wir wieder auf die Bertrandsche Reduktionsbestimmung 
zuriickgreifen muBten. Sie erfordert natiirlich véllige Zuckerfreiheit 
der betreffenden Organextrakte. Das bei der Bestimmung der 
f-Oxybuttersiiure geiibte Verfahren zur Kntfernung der Koble- 
hydrate mit Kupferkalk (Snapper, Griinbaum®)) laBt sich nicht 
benutzen, da das Ketol angegriffen wird. Wir entschlossen uns 
daher, die auf unveriindertes Ketol zu untersuchenden Extrakte 
vorher mit Hefe zu vergiiren. 

Durch mehrfache Versuche haben wir uns iiberzeugt, daB das 
Ketol, sei es unter Zusatz von Nihrsalzen, sei es bei Gegenwart 
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von Glucose, nicht angegriffen wird. Wir konnten es stets un- 
verandert quantitativ nach Abzentrifugieren der Hefe unter Zusatz 
von etwas Fullererde wiedergewinnen, d. h, in der iiberstehenden 
Fliissigkeit nach Bertrand bestimmen. 

Wir benutzten entweder Katzen- oder Kaninchenlebern soeben 
getéteter Tiere oder méglichst frische Schweins- und Rindsleber, 
die zu Brei gerieben mit verschiedenen Ketolmengen 5—6 Stunden 
bei 37° stehenblieben. 

Die Aufarbeitung erfolgte nach einer der folgenden zwei 
Methoden: Entweder wurde der Organbrei mit physiologischer 
Kochsalzlésung versetzt und durch Aufkochen koaguliert, auf ein 
bestimmtes Volumen aufgefiillt, und ein aliquoter Teil des Filtrates 
vergoren, und darin das unveriinderte Ketol nach Bertrand 
gesucht. Die Filtrate reduzieren vor der Vergiirung immer stark. 
Manchmal wurde das EiweiBkoagulum auch abgepreBt und nach- 
gewaschen und die Gesamtfliissigkeit weiter behandelt. Da wir 
an eine mégliche Adsorption des Ketols an das Eiweibkoagulat 
denken muBten, haben wir in anderen Versuchen nach Versuchsende 
den Leberbrei mit Alkohol versetzt, und durch Leinen abgeprebt. 
Die alkoholischen Fliissigkeiten wurden im Vakuum eingeengt. 
In der schlieBlich verbleibenden wiiBrigen Lésung war viel Fett 
suspendiert, so dab wir einmal mit Ather anszogen und dann 
nach Abblasen des Athers im Luftstrom, die Fliissigkeit vergoren. 
Kontrollversuche ergaben, da auch nach diesen Manipulationen 
das Ketol wiederzugewinnen ist. 

In allen Versuchen konnten wir beobachten, daB das zu- 
gesetzte Ketol entweder ganz verschwunden war (keine Reduktion 
mehr), z. B. bei Anwendung von 50 g Leberbrei und 0,5 g Ketol, 
oder, wenn sehr viel weniger Brei verwendet wurde, so deutete 
eine noch mehr oder weniger groBe Reduktion auf noch un- 
verindertes Ketol. Wir geben die Details in einer spiiteren Ab- 
handlung, nachdem die Versuche noch weiter ausgebaut und die 
Methodik verbessert sein wird. 


Oxydation des Ketols zu Brenztraubensaure. 


Die obenerwiihnte Oxydation des Ketols zu Brenztrauben- 
siure laBt sich z. B. so durchfiihren, daS man zu einer verdiinnten 
etwa 1°/,igen Ketollésung, die mit Kis gekiihlt wird, unter Tur- 
binieren die berechnete Menge alkalische n/1-Permanganatlésung 
tropfen labt: 1 Mol Ketol beansprucht 4 Atome Jod oder 1380 g 
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Ketol entsprechen 64 g Sauerstoff, wobei 1 Liter n/1-alkalischer 
Permanganatlésung 4,8 g Sauerstoff liefern. Nach beendeter Re- 
aktion wurde der Manganschlamm abzentrifugiert und die Fliissig- 
keit nach Ansiiuern mit starker Essigsiiure mit einer essigsauren 
Lésung von p-Nitrophenylhydrazin versetzt und etwas auf dem 
Wasserbad erwirmt. Das abgeschiedene Hydrazin lieferte aus 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert schén ausgebildete Krystalle 
vom Schmelzp. 219°. Dieser Schmelzpunkt inderte sich nicht aut 
Zumischen eigens zu diesem Zwecke hergestellten Brenztrauben- 
siiurehydrazons. 

Bei der N-Bestimmung gaben: 1,964 mg Substanz 0,347 ccm N (19, 
712 mm. 


Gef. 18,84°/, N Soll 18,96°/, N. 


Herrn Dr. Miller spreche ich meinen Dank fir seine Mit- 
arbeit aus. 
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Uber das Schicksal des Cholins im Blut. 


(Zugleich eine Bemerkung zu der Arbeit von Irvine H. Page 
und Erich Schmidt.) 


Von 


Fritz Wrede und Ernst Bruch. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1931.) 


Es ist oft die These aufgestellt, daB subcutan oder intra- 
venés injiziertes Cholin nach iiberraschend kurzer Zeit im Blut 
nicht mehr nachzuweisen sei; nur ein geringer Bruchteil der in- 
jizierten Menge finde sich im Harn. — Wenn aus den zahl- 
reichen Arbeiten iiber den Cholinstoffwechsel obiger SchluB wirk- 
lich so eindeutig zu ziehen wire, miibte somit injiziertes Cholin 
schnell entweder von den Geweben abgefangen oder im Blut 
chemisch verindert werden. 

Im hiesigen Laboratorium wurde vor einiger Zeit eine 
Methode zur quantitativen Bestimmung des Cholins in Blut und 
in Organen ausgearbeitet.2) Dabei wurde auch auf die oben 
angedeutete Frage kurz eingegangen. Es wurde festgestellt, dab 
Cholin, dem Organismus entnommenem Blut zugesetzt, im Laufe 
von 5 Stunden (bei 37°) in seiner Quantitéit nicht merklich ver- 
andert wird.*) 

Unser damaliger Befund wurde durch eine kiirzlich erschie- 
nene Arbeit von Page und Schmidt anscheinend widerlegt.?) 
Wir sahen uns daher genétigt, unsere Versuche auf breiterer 
Basis zu wiederholen. Dabei konnten wir unsere friiheren Aus- 
sagen bestitigen: Dem blut zugesetztes Cholin (etwa 100 mg 
zu 500 ccm kérperwarmem Blut) 1iBt sich nach unserer 
Methode regelmaBig zu etwa 80°/, wiedergewinnen. Ks 





1) Schicksal des Cholins im Organismus“, Diese Z. 191, 262 (1930). 

*) Wrede, Strack u. Bornhofen, Diese Z. 183, 123 (1929); Arch. 
f, Gyniikol. 140, 367 (1930). 

3) Diese Z. 183, 132 (1930). 
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ist dabei gleichgiltig, ob das Blut sofort oder erst nach 
Tstiindigem Stehen (bei 37°) analysiert wird. Wurde 
Serum statt Blut verwendet, so kamen wir zu den glei- 
chen analytischen Resultaten. Danach koénnen wir die 
Ergebnisse von Page und Schmidt nicht als richtig anerkennen. 
Wir vermuten, dab ihren Beobachtungen methodische Fehler zu- 


grunde liegen. 

Die von Page und Schmidt angewandte Methode der Cholinbestim- 
mung und ihre Ergebnisse seien, soweit sie unsere Versuche beriihren, im 
folgenden nochimals kurz referiert: 


2eem des mit Cholin versetzten Serums') wurden mit Alkohol ent- 
eiweibt, der Riickstand des alkoholischen Extraktes wurde mit Petrolither 
von fettartigen Stoffen befreit, dann mit Acetylchlorid bei 100° behandelt. 
Nach Entfernen des Acetylchlorids wurde der acetylcholinhaltige Riickstand 
in Wasser gelést und die Lésung in bezug auf die kontrahierende Wir- 
kung am Miiusediinndarm gemessen. Page und Schmidt verglichen die 
am Kymographion angezeigten Kontraktionen des Darmstiickes mit den- 
jenigen, die durch Acetyleholinlésungen bekannten Gehalts hervorgerufen 
wurden. ,,Die Ausschlige wurden mittels eines GlasmillimetermaBstabes 
ausgemessen und die Héhen an Hand der durch die bekannten Standard- 
lésungen hervorgerufenen auf Cholin umgerechnet.““ Die Schwankungs- 
breite der einzelnen Werte wird dabei zu + 20°/, angegeben. — Bei so- 
fortiger Aufarbeitung des Serum—Cholin-Gemisches wurden etwa 80°/, des 
vorhandenen Cholins nachgewiesen. Blieb dagegen das Gemisch 6—7 Stun- 
den bei 37° stehen, so wurde durehweg eine Abnahme des Cholins um 
etwa 50°/, festgestellt. Bei vorher auf 56° erhitztem Serum konnte diese 
Abnahme nicht festgestellt werden; die Analysenergebnisse entsprachen dann 
den bei sofortigem Aufarbeiten der Versuchslésungen erhaltenen. 


Page und Schmidt schreiben: ,,Eine chemische Methode 
wird durch die Abtrennung des Cholins von den iibrigen stick- 
stoffhaltigen Kérpern zu verlustreich sein, um als quantitativ an- 
gesehen werden zu kénnen.“ Dieser Ansicht kénnen wir nicht 
beipflichten. Wir méchten auch an dieser Stelle wieder einmal 
betonen, dab beim physiologisch-chemischen Arbeiten der Nach- 
weis eines Stoffes grundsiitzlich durch Isolierung, Identifizierung 
(Schmelzpunkt, Analyse usw.) und Wiigung erbracht werden sollte. 
Die Methode, eine Substanz durch ihre physiologische Wirkung 
zu bestimmen, — namentlich in bezug auf ihre Quantitét — 
sollte nur dann herangezogen werden, wenn die Bestimmung mit 


') Page und Sehmidt arbeiteten mit Hammel-, Kaninchen- und 
Menschenserum. Auf welche Weise das Serum gewonnen wurde, bzw. 
welche Zeit zwischen Blutentnahme und Versuchsbeginn lag, wird nicht 
angegeben. Die Konzentration der untersuchten Lésungen lag zwischen 
25 und 500 mg Cholin pro Liter Serum. 
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der Waage durchaus nicht méglich ist. — DaB Cholin auch aus 
groBen Mengen eiweiBhaltiger Substanz mit ausreichender Ge- 
nauigkeit abgeschieden und zur Wiigung gebracht werden kann, 
geht aus unseren Arbeiten hervor, die sich auf gute iiltere gravi- 
metrische Bestimmungsmethoden (z. B. die von Kinoshita?) 
griinden. Auf diese Arbeiten wird allerdings von Page und 
Schmidt nicht Bezug genommen. 

Wir haben die friiher von uns angegebene Methode jetzt 
auf Rinderblut angewandt. Durch besonders sorgfiltiges Auf- 
arbeiten gelang es uns diesmal, auch die im normalen Rinder- 
blut vorhandene Cholinmenge zu erhalten: dieselbe betriigt 
5—10 mg Cholin pro Liter. — Wurde frisches, kérperwarmes, 
defibriniertes Rinderblut mit Cholin versetzt (rund 100 mg zu 
500 ccm Blut), so lieBen sich fast regelmaBig 85°/, der Menge des 
zugesetzten Cholins als Chloroaurat isolieren. Wird dieser Wert 
durch Abzug der schon im Blut vorhandenen Cholinmenge korri- 
giert, so ergibt sich fiir unsere Bestimmungsmethode eine Ge- 
nauigkeit von rund 80°/, (+ 3°/,). — Dieselben Ergebnisse er- 
hielten wir bei der Verarbeitung von Hammelserum, das allerdings 
nicht ,lebensfrisch“ verwandt werden konnte.*) Bei der Auf- 
arbeitung wichen wir hier insofern ein wenig von unserer alten 
Methode ab, als wir die KiweiBstoffe aus dem Serum nicht durch 
Aufkochen, sondern (der Arbeitsweise von Page und Schmidt 
entsprechend) durch Zusatz von Alkohol ausfillten.*) Auch hier 
isolierten wir rund 80°/, des zugesetzten Cholins als Chloroaurat. 

Nachdem durch zahlreiche Bestimmungen die VerlaBlichkeit 
unserer Methode bei Blut und Serum gesichert war, wurde die 
obenerwihnte Frage in Angriff genommen, ob dem Blut oder 
Serum zugesetztes Cholin beim Stehen der Lésungen vermindert 
wird; sie wurden dazu 7 Stunden bei 37° gehalten: Wir fanden 
nach dieser Zeit genau dieselben Werte fiir Cholin wie 
bei sofortiger Aufarbeitung. 

Bei einer 3. Versuchsreihe wurde, den Anregungen von Page 
und Schmidt entsprechend, vor Zugabe des Cholins 1/, Stunde 
auf 56° erwirmt (,,inaktiviert“). Darauf wurde die Loésung 


1!) Pfliigers Arch. 132, 607 (1910). 

*) Das aus geronnenem Hammelblut durch 12stiindiges Stehen bei 
+- 5° erhaltene Serum wurde durch Zentrifugieren von einer kleinen Menge 
Erythrocyten befreit. Die Versuche wurden etwa 15 Stunden nach der 
Blutentnahme begonnen. 

8) Vgl. Versuchsteil. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCYV. 
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7 Stunden bei 37° gehalten. Hier wurden ebenfalls 80°, 
des zugesetzten Cholins wiedergefunden. 

Man koénnte vielleicht gegen unsere Ergebnisse einwenden, 
daB wir 15 Stunden altes Hammelserum benutzt haben, wiihrend 
Page und Schmidt frischeres verwendet hitten. (Sie brauchten 
fiir ihre Versuche nur einige Kubikzentimeter, die leicht ganz 
frisch zu gewiunen sind, wogegen die Bereitung der gréBeren, 
von uns verarbeiteten Mengen einige Stunden Zeit erforderte.) 
Dieser Kinwand kann durch die einfache Uberlegung entkriiftet 
werden: Wenn ein Schwund des Cholins im lebend-frischen Blut 
nicht festgestellt werden kann, so diirfte ein solcher im Serum 
(auch in ganz frischem) wohl auch nicht vor sich gehen! 


Versuchsteil. 
A. Versuche mit Rinderblut. 


Das Kinderblut wird sofort nach der Tétung des Tieres defibriniert 
und anschlieBend zum Versuch benutzt. Die Methode der Cholinbestimmung, 
die schon friiher ausfiihrlich beschrieben wurde’), mége hier noch einmal 
kurz skizziert werden, wobei nur auf die Abweichungen von der friiheren 
Arbeitsweise niiher eingegangen werden soll. 

500 eem gut durchgeschiitteltes defibriniertes Rinderblut werden mit 
der abgewogenen Menge Cholinchlorid (gelést in 0,9°/,iger Kochsalzlésung) 
versetzt. Dann wird sofort (bzw. nach 7 Stunden) in 1 Liter kochendes 
Wasser gegossen, 2 Minuten aufgekocht und mit 3v0°/,iger Essigsiure gerade 
Jackmussauer gemacht. (Zu starkes Ansiuern ist streng zu vermeiden, im 
allyemeinen geniigen 5 cem 30°/,ige Siiure). Nach einigen Stunden wird 
koliert, der Niederschlag wird griindlich ausgepreBt. Der Riickstand wird 
noch zweimal mit je 100 cem Wasser angeriihrt und abgepreBt. Die triiben 
Filtrate werden durch eine Kieselgurschicht gesaugt, darauf im Vakuum 
nach Zusatz von etwas Paraffinél auf etwa 25 ccm eingedampft. Das Cholin 
wird, wie friiher angegeben, in alkoholische Lésung tibergefiihrt und mit 
alkoholischer Sublimatlésung gefillt. Der Niederschlag wird mit Wasser 
ausgekocht, das im Wasser geléste Quecksilberdoppelsalz des Cholins durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Cholin wird in salzsaurer Lésung in der 
friiher beschriebenen Weise mit Goldchlorid gefillt. — Die Chloroaurate 
werden durch Schmelzpunkt und Elementaranalyse identifiziert. Es wurden 
insgesamt 20 Aufarbeitungen ausgefiihrt, von denen im folgenden nur drei 
Beispiele angefiihrt werden mégen: 

1. 500 cem Rinderblut lieferten bei sofortiger Aufarbeitung 19 mg 
Cholinchloroaurat entsprechend 5,2 mg freiem Chinolin, d. h. 10,4 mg Cholin 
im Liter (,,Leerwert*‘). 

2. 500 cem Rinderblut wurden mit 120,7 mg Cholinchlorid (entsprechend 


104,7 mg freiem Cholin) versetzt und sofort aufgearbeitet. Erhalten wurden 


1) Diese Z. 183, 128 (1929). 
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322,8 mg Cholinchloroaurat entsprechend 88,17 mg freiem Cholin = 84,2°/, 
des zugesetzten Cholins = 79,3°/9 mach Abzug des ,,Leerwertes“. 

8. 500 ccm Rinderblut wurden nach Zusatz yon 120,7 mg Cholinchlorid 
(entsprechend 104,7 mg freiem Cholin) 7 Stunden bei 37° aufbewahrt, so- 
dann aufgearbeitet. Erhalten wurden 328,4 mg Cholinchloroaurat, entsprechend 
89,7 mg freiem Cholin = 85,7°/, des zugesetzten Cholings = 80,7°/, nach 
Abzug des ,,Leerwertes“. 


Kine Versuchsserie entsprechend 1., 2. und 3. wurde jeweils 
mit Blut der gleichen Herkunft angestellt. 


B. Versuche mit Hammelserum. 


Hammelblut wird direkt aus den GefiBen des geschlachteten Tieres 
in groBen Glisern aufgefangen. Das nach 12 stiindigem Stehen bei + 5° 
aus dem Blutkuchen spontan ausgetretene Serum wird zentrifugiert und 
dann sofort verarbeitet. 

250 ccm Serum werden mit einer abgewogenen Menge Cholinchlorid 
versetzt und sofort (bzw. nach 7 Stunden) in 2 Liter Alkohol gegossen. Man 
saugt durch ein mit Kieselgur bedecktes Filter und wiischt den Kiickstand 
mit etwas Alkohol nach. Die klare Lésung wird im Vakuum auf 100 cem 
cingedampft. Darauf wird sie im Wasserbad erhitzt, mit 30°/,iger Essig- 
siure eben angesiiuert und von ausgeschiedenem EiweiB und Fett durch 
Kieselgur abfiltriert. Das Filtrat wird im Vakuum zur Trockne verdampft, 
der Riickstand mit 100 cem Alkohol ausgekocht. Man 1libt die alkoholische 
Lésung einen Tag in der Kiilte stehen, filtriert von den ausgeschiedenen 
Salzen usw. ab und verdampft die Lésung im Vakuum wieder zur Trockne, 
Der Riickstand wird mit 25 cem 96°/,igemn Alkohol ausgekoeht, die Lisung 
wird heiB filtriert, das Filtrat mit 25 cem heiBgesiittigter alkoholischer 
Sublimatlésung versetzt. Der Niederschlag wird in der friiher angegebenen 
Weise weiter verarbeitet. 

1. 250cemSerum wurden mit 60 mg Cholinchlorid (entsprechend 52,04 mg 
freiem Cholin) versetzt und sofort verarbeitet. Erhalten wurden 156 ng 
Cholinchloroaurat entsprechend 42,6 mg freiem Cholin = 81,9°/, des zu- 
gesetzten Cholins. 

2. 250 eem Serum wurden nach Zusatz von 60 mg Cholinchlorid 
7 Stunden bei 37° aufoewahrt, sodann aufgearbeitet. Erhalten wurden 158 mg 
Cholinchloroaurat entsprechend 43,16 mg freiem Cholin = 82,9°, des zu- 
gesetzten Cholins. 

3. 250 cem Serum wurden eine halbe Stunde auf 56° erwiirmt, nach 
Zusatz von 60 mg Cholinchlorid wurde die Lésung 7 Stunden bei 37° aut- 
bewahrt, sodann aufgearbeitet. Erhalten wurden 149 wg Cholinchloroaurat 
entsprechend 40,7 mg freiem Cholin = 78,2°/, des zugesetzten Cholins. 

Auf die Bestimmung des ,,Leerwertes“ im Serum wurde verzichtet. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir fiir 
Mittel sowie fiir die Gewiihrung eines Forschungsstipendiums an den einen 
von uns (E. B). 


—* 
‘ 





Uber die chemische Natur der Urease. 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Felix Steigerwaldt. 


(Aus dem Institut fir Biochemle der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11, Januar 1931.) 


Die Untersuchungen zur Isolierung und chemischen Kenn- 
zeichnung der reinen Enzyme, die in den Arbeiten der Will- 
stiitterschen und der Kulerschen Schulen zu einem vorlaufigen 
AbschluB gefiihrt waren, sind in den letzten Jahren insbesondere 
von amerikanischen Forschern und mit abgeiinderten Methoden 
wieder aufgenommen worden. So hat J. B. Sumner?) iiber die 
Isolierung krystallisierter Urease aus Sojamehl, J. H. Northrop?) 
iiber krystallisiertes Pepsin, H. C. Sherman’) iiber die chemischen 
Kigenschaften pankreatischer Amylase berichtet. Es erscheint be- 
merkenswert, daB in allen diesen Fallen die untersuchten Enzyme 
als KiweiBkérper beschrieben werden. 

Kine solche Kinreihung von Enzymen unter die EiweiBstoffe, 
wie sie schon der ilteren Literatur vertraut war, kann indessen, 
auch wenn sie durch Beobachtungen an reineren Priiparaten ge- 
stiitzt erscheint, in dieser Form nicht befriedigen. Wenn wirklich 
alle Enzyme EiweiBkérper wiiren, so waren die Ursachen der 
enzymatischen Spezifitiit ebenso riitselhaft wie zuvor; ohne die 
Beantwortung dieser wesentlichen Frage wird die chemische 
Kennzeichnung eines Enzyms ohne Nutzen bleiben. 

Die Frage, ob die Angabe der EiweiBnatur fiir die be- 
schriebenen, auch fiir die krystallisiert gewonnenen Enzympriparate 
das Wesentliche der chemischen Natur dieser Enzyme erfaBt, ist 
um so berechtigter, als ausgedehnte und vielseitige Erfabrungen 


') J. of biol. Chem. 69, 435; 70, 97 (1926); J. B. Sumner u. D. B. Hand, 
Naturw. 16, 145 (1928). 

2) J. of gen. Physiol. 13, 739, 767 (1930). 

5) Vel. H. C. Sherman, M.L. Caldwell u. M. Adams, J. Amer. 
Chem. Soc. 48, 2947 (1926); J. of biol. Chem. 88, 295 (1930); auf die Schlub- 
folgerungen der Verfasser betr. die EiweiBnatur der Pankreasamylase, welche 
sich nicht bestiitigt haben, wird der eine von uns in einer demnichst zu 
verOffentlichenden Untersuchung niaher eingehen. 
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R. Willstatter') bekanntlich zu der Vorstellung gefiihrt haben, 
daB die Enzyme auBSer durch ihre spezifischen, aktiven 
Gruppen durch mehr oder weniger unspezifische hochmolekulare 
Traiger gekennzeichnet seien; denn im Falle der Hefesaccharase 
erwies sich der ,,kolloide Triiger“ des EKnzyms als veriinderlich. 
Zu dieser Anschauung, die wohl begriindet ist und die heute wohl 
allgemein geteilt wird, hat sich inzwischen auch A. odor?) bekannt. 

Wir haben unter diesem Gesichtspunkte die Frage der 
EiweiBnatur an der ,,krystallisierten Urease“ nach Sumner zu 
priifen unternommen. Es hat sich gezeigt, dab die ureatische 
Aktivitit dieser krystallisiertep Priparate, deren globulinartigen 
Charakter wir bestitigen kénnen, entgegen abweichenden Be- 
funden von H. Tauber’) bei der Kinwirkung proteolytischer 
Enzyme sich als vollkommen bestindig erweist, wiihrend 
gleichzeitig ein deutlicher hydrolytischer Abbau des 
Globulins zu bemerken ist, wie er z. B. in dem Verluste der 
Fillbarkeit durch Sulfosalicylsiiure seinen Ausdruck findet. Es 
geht daraus hervor, daB das von Sumner isolierte krystallisierte 
Globulin als solches als Traiger der ureatischen Aktivitit ent- 
behrlich ist; seine hydrolytischen Abbauprodukte scheinen die 
gleiche Funktion iibernehmen zu kénnen, wenn nicht das Globulin 
iiberhaupt nur einen akzessorischen Begleitstoft des reinen Knzyms 
darstellt. Die Identifizierung der Urease mit diesem Globulin 
laBt sich jedenfalls nicht aufrechterhalten. 

Man verdankt J. B. Sumner ein originelles und elegantes 
Verfahren zur Darstellung hochaktiver Ureasepriparate in krystal- 
lisierter Form. In ihnen erscheint ein krystallisiertes Globulin 
als ein unspezifischer, wenn auch vielleicht bevorzugter Triiger 
des ureatisch-aktiven Komplexes. Es sollte wohl méglich sein, 
das Enzym auch frei von Protein oder Proteinabbauprodukten, 
an andersartige Traiger verankert, in aktiver Form zu erhalten. 


Versuche. 


1. Zur Bestimmung der Urease. 


Kine vergleichende Bestimmung der Urease in den rohen 
und in gereinigten Priparaten hat die Ausschaltung des Kin- 





1) Vgl. R. Willstitter, J.Graser u. R. Kuhn, Diese Z. 123, 1 und 
zwar 8. 45 u. 59 (1922). 

*) Vgl. A. Fodor u. L. Frankenthal, Biochem. Z. 228, 101 (1930). 

5) J. of biol. Chem. 87, 625 (1930); vgl. auch die Ergebnisse an rohen 
Ureasepriparaten nach G. Zakowski, Biochem. Z. 229, 41 (1930). 
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flusses akzessorischer Stoffe auf die Aktivitait anzustreben. So 
wird der lange bekannte, aktivititssteigernde EinfluB gewisser 
Stoffe, von Aminosiuren, wohl auch von Blausiure, nur bei den 
unreinen!), nicht mehr bei den reinsten Ureasepriparaten ?) beob- 
achtet; er ist also, auch nach den Ergebnissen vergleichender 
Aftinititsmessungen’), auf die Uberwindung hemmender Begleit- 
stoffe, wie man annimmt‘), von Schwermetall zuriickzufihren. 

Den Einflu8 von Aminosiuren, Peptiden oder auch Blau- 
siiure auf die Aktivitat roher und teilweise gereinigter Enzym- 
priiparate findet man von wechselndem AusmaBb (Tabelle 1 und 2); 
als Mittel zur ,,ausgleichenden Aktivierung des Enzyms, das den 
Vergleich der Wirksamkeit unabhangig vom Reinheitsgrade ge- 
wihrleistet, hat sich die Anwendung eines durch zusitzliche 
Mengen Alanin und Cystein in seiner Wirkung verstarkten tryp- 
tischen Verdauungsgemisches aus Casein bewihrt (Tabelle 3). 

Die zur Bestimmung angewandte Harnstoffkonzentration yon 
0,2 molar entspricht einer maximalen Anfangsgeschwindigkeit der 
Hydrolyse®), gleichwie die von J. B. Sumner®) zur Definition 
der Ureasemenge gewihlte Konzentration von 0,25 molar. Unsere 
Bestimmungsbedingungen weichen indessen von denen dieses 
Forschers hinsichtlich héherer Temperatur (30°) und laingerer 
Reaktionsdauer (10 Min.) ab. Eine einfache Reduktion unserer 
Messungen auf die Basis der Sumnerschen Definition ergibt 
sich aus dem Verhiltnis der enzymatischen Reaktionsgeschwindig- 
keiten in beiden Fallen: zur Auswertung unserer Messungen in 
Sumnerschen Urease-Kinheiten ist danach der unter unseren 
Bedingungen gefundene Umsatz mit 0,49 als Faktor zu multi- 
plizieren (Versuch). 

Das zur ausgleichenden Aktivierung dienende Aminosiuregemisch 
wurde durch 24 stiindige Einwirkung von 28 cem Glycerinauszug aus Trocken- 
pankreas (1:10) [enthaltend 210 T.-(e.), 0,1428 C.-Pol.-E., 95,2 Pol.-E. und 
$1.2 Er.-E.] auf 6,0 g Casein (Merck) bei py = 8,0 (mit n-NaOH eingestellt 
und durch laufende Laugezugabe konstant gehalten) und bei 30° im Ge 


samtvolumen von 200 cem bereitet; nach der Inaktivierung der Proteasen 
durch 2stiindiges Erhitzen auf 90° léste man in dem Verdauungsgemische 


1) Vgl. M. Jacoby, Fermentforschung 10, 1 (1928/29). 

2) J. i. Sumner u. K. Myrbick, Diese Z. 189, 218 und zwar S, 222 
(1930). 

8) H. Miinceh, Diese Z. 187, 241 (1929/30). 

*) Vel. M. Jacoby, Biochem. Z. 104, 316 (1920). 

*) Vgl. dazu H. Miinch, a. a. O. und zwar S. 247. 

*) J. of biol. Chem. 69, 485 (1926); J.B. Sumner u. D.B. Hand, 
ebenda 76, 149 (1927/28). 
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(7,2 mg Gesamt- und 3,5 mg Aminostickstoff im Kubikzentimeter enthaltend) 
pro Kubikzentimeter noch 0,(001 Mol Cystein (= 12,2 mg) und 0,00002 Mol 
Alanin (= 1,8 mg) auf. 

Ausfiihrung der Bestimmung. Das Reaktionsgemisch 
von 5,00 ccm 0,5 mol. Phosphatpuffer (p,, = 7,0), 1,00 ccm Akti- 
vatorlésung, 2,00 ccm der mittels doppelt destillierten Wassers 
verdiinnten Enzymlésung und 2,00 cem mol. Harnstofflésung, in 
dieser Reihenfolge vermischt, beliiBt man wihrend 10 Minuten 
bei 30° und unterbricht dann die Enzymwirkung durch Zugabe 
von 10,0 ccm 0,5 n-H,SO, Die Bestimmung des _ gebildeten 


Tabelle 1. 
Gereinigte Urease und Aktivatoren. 
(Arleo-Urease'), durch Extraktion mit Wasser (1 : 5), Fiillung mit n Essigsiiure, 
Voradsorption mit Tonerde C, und mit Kaolin (bei py; = 7,0) und Adsorption 
mit Tonerde C, (bei py = 5,0) und durch Elution mit 0,25 mol. Phosphat- 
puffer (von py = 7,0) gereinigt; Reinheitsgrad entsprechend 25000 Einheiten 
pro g Trockensubstanz; angewandt 0,22 ecm entsprechend 22,4 mg NH, unter 
den Bedingungen der Bestinmung; Angaben bedeuten Aktivitit in mg NH,.| 





Konzentration (molar) 


Zusatz a ee 
0,000001/0,000002'0,00001/0,00002 0,001 0,001 0,01 

| 
Glykokoll. . . . . .] 231 24,3 24,0 | 24,1 23,0 | 23,0 /22,6 
Alemin (d,l-). . . .. 23,1 24,3 23,8 23,1 | 22,4 | 22,3 |22,3 
Leucin (d,l-). . . . .| 22,8 24,3 24,1 | 228 22,6) — | — 


Sere (,b) 2 wk 22,6 23,5 23,1 | 230 224; — | — 
Cystein (l-) . . . . «| 20,4 16,0 23,0 | 25,5 | 26,8) — | — 
Tryptophan (l-). . . .] 23,6 24,3 24,7 | 23,1 22,4) — | — 
Prolin (l-). . 2. 3... | 24,1 24,7 22,8 | 22,3 | 221] — | — 
Arginin (d-) . . . . . | 23,6 25,5 25,5 | 24,7 | 24,8) — | — 
Asparaginsiiure (l-). . .| 24,3 25,5 24,3 | 236 | 230) — | — 
Leucyl-glycin (d,l-) . .{| 17,0 | 19,2 20,9 | 21,8 | 21,8) — 
Leucyl-di-glycin (d,1-) . | 20,9 21,4 21,8 224 21,8; — |— 
Glutathion. . ... .] 22,8 23,8 24,7 255; — |/—|— 
Kaliumeyanid. . . . . | 23,3 23,8 24,1 243 24,3) — 
Alanin + 0,0001 Mol 

Cyreteim . . + « » of 945 23,0 23,0 22,8 22,0] — | — 
Alanin + 0,0001 Mo 

Glutathion. . .. . 20,2 223 202 —]—i|— 
Alanin +0,00001Mol KCN | 22,4 22,3 21,9 21,3 20,2 | — | — 
Prolin + 0,00001Mol KCN | 24,8 | 24,5 | 23,0 243 — | — 











1) Von der Arlington Chemical Company, Yonkers, N. Y., U.S. A. 
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‘ 
ff 
Ammoniaks wird nach der von St. Lévgren}) modifizierten 
Folinschen Methode vorgenommen; als Vorlage bei der Destil- 
lation dienen 40,00 ccm 0,1 n-H,SO,. 
Tabelle 2. 
Rohe Urease und Aktivatoren. 
(0,5eem wibriger Auszug aus Jack- Bohnenmeh|?) (1:5); Aktivitét entsprechend 
24,5 mg NH, unter den Bedingungen der Bestimmung, Reinheitsgrad ent- 
sprechend 196 Kinheiten pro g Trockensubstanz; Angaben bedeuten Aktivitiit 
in mg NH,.| 
Konzentration (molar) 
Zusatz 7 
0,00001 |  0,00002 0,001 
Glykokoll . . .... . 26,9 | 27,0 24,5 
Alanin (d,l-). . ... . 268 | 269 24,4 
Kaliumeyanid. . ... . 25,0 | 26,7 26,8 
Tabelle 3. 
Ausgleichende Aktivierung in verschiedenem Reinheitsgrad. 
(0,5 cem wiBriger Jack-Bohnenextrakt, bzw. 0,22 ccm gereinigtes Priiparat aus 
Arlco-Urease (vgl. Tab. 1), bzw. 0,10 cem krystallisierte Urease (= 0,125 mg) 
Bestimmungen ausgefiihrt wie oben beschrieben; Angaben bedeuten Aktivitit 
in mg NH,.| 
Urease Urease 
ohne ,,Aktivator“ + ,,Aktivator‘' 
Zusatz sion ; : 
Roh- | Ger. | Kryst.} Roh- | Ger. | Kryst. 
Prip. | Prip. | Prap.] Prip.| Prip. | Priip. 
_ 24,5 | 22,4 | 30,0 | 24,8 | 22,9 | 30,2 
Alanin (0,00002 Mol) 26,9 | 23,1 | — | 24,8 | 22,8 | 30,0 
Cystein (0,0001 Mol) 28,0 | 26,8 | — | 24,7 | 22,9 | 30,0 
Trypt.Enzymgemisch a. Pankreas| 29,4 | 24,9 | 33,0 | 24,8 | 22,9 | 30,0 














Versuch. Aktivitiitsvergleich nach dem angewandten und nach dem 
Sumnerschen Bestimmungsverfahren. 0,10 cem der Lésung krystallisierter 
Urease (enth. 0,125 mg) wurden a) wie oben beschrieben (10 Min. bei 30°, 
0,2 mol. Substrat), b) nach Sumner (5 Min. bei 20°, 0,25 mol. Substrat, ge- 
messen. Die Aktivitéit entsprach der Bildung von a) 30,0, b) 14,7 mg NH,; 
hieraus ergibt sich ein Umrechnungsfaktor von 0,49. 





1) Biochem. Z. 119, 231 (1921). 
4) Von Eimer u. Amend, New York. 
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2. Verhalten gegen proteolytische Enzyme. 


Darstellung krystallisierter Urease. Wir folgten den 
Angaben von J. B.Sumner'’), die wir bestiitigen kinnen. Als Aus- 
gangsmaterial dienten verschiedene Proben von Jack-Bohnenmehl 
(Kimer und Amend, New York; Ureasegehalt in 1g = 136 Kin- 
heiten), von welchen die Mehrzahl sich fiir die Darstellung kry- 
stallisierter Enzympriparate als geeignet erwies (Ausbeute an 
kryst. Urease in der Regel 6 Prozent); nur in einigen derselben 
war die Léslichkeit in dem zur Extraktion des Mehls dienenden 
32°/,igen Aceton anscheinend infolge von Alterungsvorgiingen so 
herabgesetzt (z. B. auf 10 statt etwa 60°/, des Enzymgehalts im Mehl), 
daB sich krystallisierte Substanz nicht gewinnen lieb. Durch das 
iiberaus freundliche Entgegenkommen des Herrn Doz. Dr. K. Myr- 
bick, Stockholm, waren wir in der Lage, das Verhalten der Urease 
in unserem Ausgangsmaterial mit dem des von J. B. Sumner 
und K. Myrback?) angewandten, sehr enzymreichen Mebles (Urease- 
gehalt in 1 g = 246 Kinheiten) zu vergleichen; wir fanden in 
diesem die Léslichkeit des Enzyms in dem Extraktionsmittel 
besonders hoch (etwa 80°/,), die Ausbeute an krystallisiertem 
Priparat gesteigert (12°/,). Der Reinheitsgrad der Priparate ent- 
sprach den Angaben von Sumner; wir fanden 112700 Einheiten 
fiir 1g der Krystalle aus dem ureaseiirmeren, bzw. 122000 Ein- 
heiten fir 1g Priparat aus dem ureasereichen Mehl; die Krystalle 
waren durch einmaliges Umkrystallisieren gereinigt. 

Herrn Doz. Dr. Myrback sind wir fiir die Uberlassung des 
Materials und fiir seine wertvollen Ratschlige zu groBem Danke 
verpflichtet. 

Einwirkung proteolytischer Enzyme. Wir priiften die 
Bestindigkeit von rohen und von gereinigten Ureasepriparaten 
gegeniiber gereinigtem tryptischem wie ereptischem Enzym und 
gegeniiber dem proteolytischen Enzymgemisch aus Pankreas sowie 
gegeniiber Papain—Blausdéure; die EKinwirkung dieser Enzyme 
verlief in allen Fillen ohne meBbare AktivitiitseinbuBe. Die bei 


. der Verdauung krystallisierter Urease durch gereinigtes tryptisches 


Enzym vorgenommene Priifung der Fillbarkeit mit Sulfosalicyl- 
siure*) ergab ein nahezu vollstiindiges Verschwinden der Fillbar- 
keit nach der Kinwirkung des Enzyms. 





1) Ber. chem. Ges. 63, 582 (1930). 
2) Diese Z. 189, 218 (1930). 
*) Vgl. J.B.Sumner u. D.B.Hand, Naturwissenschaften 16, 145 (1928). 
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Tabelle 4. 


Rohurease und proteolytische Enzyme. 


. 


(0,5 eem wiibriger Auszug aus Jack-Bohnenmehl (1 : 5), enth. 60 mg Trocken- 
substanz; 1,9 ccm tryptisches Euzymgemisch ( Proteinase (2,2 T.-(e.)) + Carb- 
oxy-Polypeptidase (0,076 C.-Pol.-E.) aus Pankreas), durch Tonerdeadsorption 
von ereptischen Enzymen befreit, bzw. 1,9 cem Pankreas-Glycerinauszug 
(2,2 T.-(e.), 0,080 C.-Pol.-E., 0,156 Pol.-E., 0,133 Er.-E.), jeweils mit Entero- 
kinase aktiviert, bzw. 10 mg Papain (Merck), durch '/,stiindige Einwirkung 
von Blausiure aktiviert; 5,00 cem 0,5 mol. Phosphatpuffer, py = 7,0; Gesamt- 
volumen 8,0 cem; 30°; Bestimmung ausgefiihrt wie oben beschrieben; An- 
gaben bedeuten ureatische Aktivitit in mg NHg.] 





Kinwirkungsdauer (Stunden) 
Angewandte Proteasenlésung — 














0 | 12 24 36 48 
Glycerinauszug aus Pankreas . . . | 29,4 | 29,4 | 29,4 — _ 
Tryptisches Enzymgemisch . . . . | 29,2 | 29,2 | 29,2 | 29,2 29,2 





Papain-Blausiure. . . . . . . . | 24,5") 24,6 | 24,5 | 24,5 — 


Tabelle 5. 
Krystallisierte Urease und proteolytische Enzyme. 


[0.10 eem Ureaselésung (= 0,12 mg Urease, Reinheitsgrad entsprechend 

122000 Kinheiten pro g); 5,00 eem 0,5 mol. Phosphatpuffer von py = 7,0; 

2,0 cem tryptisches Enzymgemisch (2,4 T.-(e.) + 0,082 C.-Pol.-E.), bzw. 2,0 cem 

ereptisches Enzymyemisch, aus Darmschleimhautauszug durch Adsorption 

an Tonerde und Elution mit Phosphat von tryptischen Enzymen_ befreit 

(0,0083 Er.-E. + 0,0050 Pol.-E.); Gesamtvolumen 8,0 eem; 30°; Angaben be- 
deuten ureatische Aktivitit in mg NH.] 














Einwirkungsdauer (Stunden) 
Angewandte Proteasenliésung 7 : 
0 15 | 24 48 
Tryptisehes Enzymgemisch . . 29,9?) 29,8 | 29,8 29,8 °) 
Ereptisches Enzymgemisch . . 29,9 29,3 29,3 29,4 





Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


1) Ureaselésung anderer Darstellung. 

*) Priifung mit Sulfosalicylsiiure (10°/,) ergab deutliche Fallung, Nieder- 
schlag nach 1 Stunde abgesetzt. 

‘) Priifung mit Sulfosalicylsiiure ergab kaum wahrnehmbare Triibung. 
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Zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels des Histidins. 
III. Mitteilung. 


Von 
S. Edlbacher und J. Kraus. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Physiologischen Institutes Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1931.) 
g g 


In unserer zweiten Mitteilung!) iiber dieses Thema konnten 
wir durch Isolierung der Reaktionsprodukte zeigen, da’ unter dem 
KinfluB8 des Leberenzyms das Histidin einem hydrolytischen Abbau 
unterworfen ist, welcher zur Offnung des Imidazolringes unter 
Ammoniakbildung fiihrt. Aus dem Reaktionsgemisch lieBen sich 
auBerdem Glutaminsiure und héchstwahrscheinlich Ameisensiiure 
isolieren. Ks wurde, diesen Verhiltnissen Rechnung tragend, fiir 
den mutmaBlichen Verlauf der fermentativen Spaltung die vorliufige 
Gleichung aufgestellt: 

C,H,N,9O, + 4H,O = C,H,NO, + H- COOH + 2NH,. 
Wir hatten aber in dieser Mitteilung ausdriicklich hervorgehoben 
(S. 239), daB bei der Deutung noch gréBbte Vorsicht am Platze 
wire. So konnten wir die Glutaminsiure erst isolieren, wenn das 
Reaktionsgemisch mit Salzsiure behandelt worden war und auch 
ein groBer Teil der Ameisensiure trat erst nach gleicher Be- 
handlung auf. 

Beziiglich der Bestimmung des gebildeten Ammoniaks haben 
wir (S. 226) erwihnt, daB diese aus den mit Natronlauge al- 
kalisierten Ansitzen zur Bestimmung gebracht wurde. Bei der 
priparativen Darstellung wurde die Reaktionsfliissigkeit mit Phos- 
phorwolframsiure in 5 Vol.°/, H,SO, gefallt und aus dem nicht 
fallbaren Anteil die Glutaminsiure dargestellt. Daraus folgt, dab 
alle Kingriffe die bis jetzt zur Isolierung der Spaltprodukte unter- 
nommen worden waren, immer mit relativ starker Alkali- 
und Saurewirkung verknipft waren. Die vorhin mitgeteilte 
Reaktionsgleichung beriicksichtigt aber nicht eventuelle Zwischen- 
reaktionen. Wir haben (S. 239) auch ausdriicklich erwihnt, dab 
méglicherweise intermediir eine Formylverbindung entsteht’ 
die erst spiiter bei der Aufarbeitung einer Zersetzung anheimfallt. 


1) Diese Z. 191, 225 (1980); I. Mitt, Diese Z. 157, 106 (1926). 
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Fast gleichzeitig mit unserer Arbeit erschien nun eine Unter- 
suchung von Kauffmann und Mislowitzer'), welche die in der 
ersten Abhandlung von EK. mitgeteilten Ergebnisse iiberpriiften. 
Diese Forscher verwendeten bei der Folinbestimmung Natrium- 
‘arbonat zur Bestimmung des Ammoniaks, wie dies sonst auch 
allgemein iiblich ist. Mit dieser Methode fanden sie nun, dab 
nur 30—40°/, des Histidinstickstoffes, nicht 60—66°/, wie wir 
angegeben haben, abgespalten werden. 

Diese Beobachtung ist auch von uns gemacht worden. Die 
Tatsache aber, dafs mehr als ein Drittel des Stickstoffes bei dieser 
Bestimmungsart abgespalten wird, zeigt an, daB es sich hier um 
eine unvollstiindig verlaufene Reaktion handelt, die auf jeden Fall 
mehr als eines der drei N-Atome des Histidins betrifft. Die 
evtl. Beeinflussung der Reaktion durch Fiaulnisprozesse ist aus- 
zuschlieBen, da erstens reichlich antiseptische Mittel zugesetzt 
wurden, zweitens die Reaktion schon oft nach 24 Stunden be- 
endet ist. Bestimmt man aber, wie wir es auch gemacht haben, 
die gebildete NH,-Menge nach dem Alkalisieren mit Natronlauge 
und nicht mit Natriumcarbonat, so erhilt man die Werte, 
welche fast genau auf die Abspaltung von 2 N-Atomen stimmen, 
Dies ist, wie gesagt, der Grund fiir die von unseren Werten ab- 
weichenden Zahlen, die Mislowitzer und Kauffmann angeben. 
Wir waren mit der Klarung dieses ganzen Fragenkomplexes be- 
schiftigt, als die Abhandlung der Genannten erschien. Da unsere 
diesbeziiglichen Untersuchungen erst in einiger Zeit abgeschlossen 
sein werden, wollen wir jetzt vorliufig nur diejenigen Resultate 
wiedergeben, die den scheinbaren Widerspruch zwischen unseren 
Ergebnissen und denen von Kauffmann und Mislowitzer kliren: 

KinfluB von Na,CO, und NaOH auf die erhaltenen NH,- 
Mengen. 

Ansatz: je 5eem 1°/, neutraler Histidinchloridlésung (entsprechend 
29,21 cem n/50-Gesamt-N) 5cem Phosphatpuffer p;,; = 8,0 m/5, 5cem Meer- 
schweinchenleberextrakt (= 2 g Leber entsprechend). Spaltung 25 Stunden 
bei 40 Grad. Ohne Abkochen nach dem Alkalisieren 3 Stunden durehiiiftet. 


Alkalisiert mit: Gef. °/, Hist-N als NH;: 
0,2 g kryst. Soda (1,3°/,)). . . . . . 85,4 
1,0 ¢ ” ” (6,7°%o). » + © «© « 89,2 
50g 345 « ne eS 2 wo Se 
2,0cem 409%, NAOH ...... ~. 65,4. 


Daraus folgt: 


1) F. Kauffmann und E, Mislowitzer, Biochem. Z. 226, 325 (1980). 
2) Gesiittigte Sodalésung. 
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1. Je mehr Soda zugesetzt wird, desto mehr Ammoniak wird frei. 
Es findet durch stirkere Sodakonzentration offenbar die Zerlegung eines 
Korpers unter NH,-Bildung statt und méglicherweise stellt der mit 1,3°/,iger 
Sodakonzentration erhaltenen Wert (35,4°/, NH,—N) die erste Stufe einer 
solchen teilweisen Reaktion dar. Wie wir uns iiberzeugten, geniigt eine 
Sodakonzentration von 1°/,, um unter den gewihlten Bedingungen primiir 
als Ammonchlorid zugesetztes Ammoniak vollstiindig auszutreiben. 

2. Beim Alkalisieren mit Lauge wird die yon der Reaktionsgleichung 
geforderte Ammoniakmenge erhalten. 

Dieser Versuch und alle die vorhin mitgeteilten Tatsachen 
fiihrten uns zu der Vermutung, daB bei der Spaltung primiir eine 
Offnung des Imidazolringes unter Bildung einer dem Formamid 
tihnlichen Substanz erfolgt, die erst bei der Aufarbeitung in die 
endgiiltigen Reaktionsprodukte zerfillt. 

Wir haben in diesem Zusammenhang das Verhalten des 
Formamids und auch das des Glutamins untersucht. Wie die 
hier angefiihrten Versuche zeigen, verhalten sich die beiden Sub- 
stanzen beziiglich ihrer Aufspaltung mit Lauge und Soda zwar 
ganz iihnlich wie das angenommene Zwischenprodukt. Aus dem 
Verhalten gegen Salzsiure geht aber eindeutig hervor, daB sie als 
Zwischenprodukte nicht in Frage kommen. 


Sinflu8 von Natriumecarbonat und Natronlauge 
auf die Spaltung von Formamid. 
Etwa m/50-Formamidlésung (je 10 cem) mit 20°/, Na,CO, bis zur starken 
Rotfirbung mit Phenolphthalein versetzt, bzw. mit 2 cem 40°/, NaOH. 





Dauer der Austreibung ’ Gef. n/50-Lauge 
-  o Zusatz , 
des NH, in Stunden in ecm 
1 Soda 0,5 
1 Lauge 10,6 
2 Soda 0,6 
2 Lauge 10,8 
4 Soda 0,7 
4 Lauge 10,8 








Dieser Versuch zeigt, daB sich Formamid also ganz ahnlich 
verhalt wie der mutmaBliche Zwischenkiérper. Wie aber schon 
oben gesagt wurde, ist das Verhalten des Formamids beim Er- 
hitzen mit verd. HC! ganz verschieden von diesem. Bei fast allen 
friiheren Versuchen ist nach der Histidasespaltung die Reaktions- 
fliissigkeit schwach angesiiuert und im Wasserbade abgekocht 
worden. Ks wurde nun untersucht, ob dadurch eine teilweise 
Abspaltung von NH, stattfand. In dieser Weise wurde ein Versuch 
mit Histidin und mit Formamid ausgefiihrt, indem die Lisungen 
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beider Substanzen mit und ohne Leberextrakt in der in der 


untenstehenden Tabelle angegebenen Weise behandelt wurden. 
Beispiel: 
5 ecm Formamidlésung entsprechend 18,8 cem n/50-Sr. Ges.-N, 
5 cem Phosphat py = 8 (m/5), 
5 cem Wasser. 
Diese Ansiitze geben nach 24 Stunden bei 38—40 Grad: 
1. Direkte Folinbestimmung mit 0,9 g ay st.Soda 1,0 cem n/50-NH, 
2. Vorheriges Ansiiuern mit 2 cem 10°/, HCl und 
Eintauchen fiir 10 Min. in ein siedendes Wasser- 
bad, dann Alkalisieren mit Soda. . . . . 15,20 cem n/50-NH, 
3, Be rechnet fiir vollstiindige Zerlegung . . . 18,80 cem n/50- NH, 
Formamid gibt also nach 24stiindigem Verweilen bei 38 Grad bei 
Pu = 8,0 und anschliebender Sodabehandlung fast kein NH, ab, wird aber 
durch Erhitzen mit verdiinnter HCl fast ganz zersetzt. 
Derselbe Versuch mit Leberextrakt ergab unter sonst gleichen Be- 


dingungen: 
1, Ohne Ansiiuern und Abkochen. . . . . . 0,75 eem n/50 NH, 
2. Mit Ansiiuern und Abkochen . . . . . . 17,00 cem n/50 NH, 
3. Berechnet fiir vollstindige Zersetzung . . . 18,80 cem n/50 NH, 


(Wurde fiir die Folinbestimmung Lauge statt Soda verwendet, so fand 
sich natiirlich die ganze berechnete Menge NH, schon ohne Abkochen vor.) 

Unter den gegebenen Verhiiltnissen ist Leberextrakt somit ohne Ein- 
flub auf Formamid. 

In gleicher Weise wurde nun eine Histidinspaltung untersucht: 

Ansatz wie vorhin, nur statt Formamid 1°/, Histidinlésung, entsprechend 
29,21 mg Ges. N. Spaltung 24 Stunden bei 38—40 Grad. 

1. Folinbestimmung mit Soda ohne Ansiiuern und Abkochen 10,65 eem 
n/50-NH,. 

2. Folinbestimmung mit Soda nach Ansiuern mit 2 cem 10°/, HCl 


und Abkochen (10 Minuten) 9,60 eem n/50-NH,. 
3. Destillation mit Lauge ohne Ansiiuern und Abkochen 18,95 ecm 


n/50 NHs. 
(In Versuch 3 = Spaltung = 65°/, Ges.-N.) 


Ks ist also gleichgiiltig, ob nach der Histidasespaltung die 
Versuchslésung vorher mit verdiinnter Siiure erhitzt wird oder 
nicht. Ks wird dadurch die durch die Knzymwirkung entstan- 
dene Verbindung nicht zersetzt. Formamid hingegen wird durch 
diese schwache Siurehydrolyse vollkommen zerlegt. Es kann 
also zu Ende der Histidasespaltung keine merkliche 
Menge Formamid vorhanden sein. 

In ganz iihnlicher Weise untersuchten wir das Glutamin. 
Ks war uns in freundlicher Weise von Herrn Prof. Knoop 
(Tiibingen) zur Verfiigung gestellt worden. Auch bei dieser Ver- 
bindung kann man den Amidstickstoff mit Soda ablésen und 
sie zeigt ein gleiches Verhalten wie das Formamid, indem sie 
ebenfalls schon bei Erwiirmen mit ganz verdiinnter HCl den 
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Amidstickstoff abspaltet und sich dadurch anders verhilt als das 
Zwischenprodukt der Histidasespaltung. 

Endlich wurde das Verhiltnis des ,Soda—N“ zum ,,Laugen—N“ 
in verschiedenen Stadien der Histidasespaltung in der folgenden 
Weise bestimmt: 

Ansiitze: 5 ecm Histidinlésung entsprechend 29,2 cem n/50-Ges.-N; 
5cem Phosphat py = 8,0 m/5; 5 cem Leberextrakt entsprechend 2,5 ¢ 
Meerschweinchenleber; Temp. 38—40 Grad, NH, ohne vorheriges Abkochen 
und Ansdéuern durch Alkalisieren mit 0,5 g krystallisierte Soda bzw. 2 ecm 
40°/, Natronlauge bestimmt. 





Dauer Gef. °/, des ges. Histidin—N Verhiiltnis: 
der Spaltung nach Alkalisierung mit Soda-N 
in Stunden Soda Lauge Laugen-N 

2 11 14 0,83 
6 24 34 0,71 
8 25 41 0,61 
24 38 65 0,58 
72 38 64 0,59 








Dieser Versuch zeigt, daB der Quotient immer mehr ab- 
nimmt, bis er nach 24 Stunden konstant wird. Dieser Versuch 
laBt verschiedene Deutungen zu, auf die wir heute noch nicht 
eingehen wollen. 

Fassen wir aus allen diesen mitgeteilten Versuchen das 
Wesentlichste heraus, so kénnen wir aussagen, da der erste 
Angriff der Histidase dahin zu deuten ist, daB unter Offnung 
des Imidazolringes zuniichst nur ein Stickstoffatom in Freiheit 
gesetzt wird. Es kommt dabei wabhrscheinlich zunichst zur 
Bildung einer formamidihnlichen Zwischenstufe, die dadurch 
charakterisiert ist, daB sie mit Natronlauge unter Abspaltung 
eines zweiten Molekiiles Ammoniak reagiert, und daB& diese Ver- 
bindung aber im Gegensatz zu Formamid und Glutamin gegen das 
Erhitzen mit Salzsiure resistent ist. Wie weit die bei der enzy- 
matischen Spaltung beobachtete Mehrabspaltung von Stickstoff 
(iiber 33°/, hinaus, die bis zu 40°/, geht) auf die enzymatische 
Abspaltung, oder auf spontane Zersetzung des primiren Reak- 
tionsproduktes zuriickzufiihren ist, vermégen wir heute noch nicht 
zu sagen. Die im zuletzt angefiihrten Versuche erreichte Kon- 
stanz des Stickstoffquotienten ist méglicherweise durch ein kom- 
pliziertes Gleichgewicht zu erkliren. 

Die von Kauffmann und Mislowitzer (a. a. O.) gegebenen 
experimentellen Daten sind im Prinzip durchaus in Ubereinstimmung 
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mit unseren Befunden. Wenn diese Autoren aber zu dem Schlusse 
kamen, daB die von uns gefundene Histidasereaktion nicht in 
einer Offnung des Imidazolringes beruht, sondern daB nur eine 
einfache Desaminierung vorliegt, so ist dies aus der von ihnen 
angewandten Versuchstechnik zu erkliiren. DaB tatsiichlich eine 
solche Ringéffnung stattfindet, beweist die in unserer zweiten 
Mitteilung beschriebene Darstellung der Glutaminsiure und der 
Ameisensiiure.!) Wie weit die Abspaltung des zweiten N-Atoms 
des Imidazolkerns rein enzymatisch in Rechnung zu setzen ist, 
muB vorliufig noch dahingestellt bleiben, ebenso die Natur des 
Zwischenkérpers, der unter Bildung von Ammoniak und Ameisen- 
siiure in Glutaminsiiure iibergeht. Wir haben bereits eine Methode 
ausgearbeitet, die es gestattet, in schonendster Weise die Reaktions- 
produkte darzustellen und hoffen, in nachster Zeit dariiber be- 
richten zu kénnen. 
Zusammenfassung. 

1. Die in der zweiten Mitteilung aufgestellte Reaktions- 
gleichung, nach der 1 Mol Histidin unter Bildung von 2 Mol NH,, 
i Mol Glutaminsiure und 1 Mol Ameisensiiure unter Aufnahme 
von 4 Mol Wasser zerfallt, gibt fiir die dort beschriebenen Ver- 
hiltnisse den besten Ausdruck fiir die gefundenen Daten. 

2. Wie weit diese Gleichung auf enzymatischem Zerfall des 
Histidins beruht, bedarf noch der Kliirung. 

3. Sichergestellt diirfte wohl sein, daB die Histidase unter 
Offnung des Imidazolkernes zunichst daraus ein N-Atom als 
Ammoniak in Freiheit setzt. Wie weit die Abspaltung des zweiten 
N-Atomes des Ringes enzymatischer Natur ist, bedarf noch der 
Klarung. 

4, Der scheinbare Widerspruch zwischen den Ergebnissen 
von Kauffmann und Mislowitzer und den unseren findet durch 
die verschiedenen Bestimmungsarten des gebildeten Ammoniaks 
eine zwanglose Erklirung und es stellt in diesem Sinne die ge- 
nannte Untersuchung einen wertvollen Beitrag zu dieser Frage dar. 

5. Alle iibrigen SchluBfolgerungen, die wir in der zweiten 
Mitteilung gezogen haben, bestehen in vollem Umfange zu Recht. 


Die Untersuchung wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 


1) Es bliebe sonst nur die unwahrscheinliche Annahme iibrig, daB das 
a-Desaminierungsprodukt gegen Lauge soempfindlich ist, daB der Imidazol- 


ring aufspaltet. 














Uber eine leicht spaltbare Phosphorsdureverbindung 
in der Hefe. 


Von 
Hans y. Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1931.) 


Bis vor kurzem schienen die Hexosephosphate diejenigen 
Phosphorsiureverbindungen zu sein, welche den intermediiiren 
Kohlenhydratstoffwechsel der Muskeln und der Hefe fast aus- 
schlieBlich beherrschen. In den letzten Jahren sind indessen 
mehrere neue Phosphorsiureverbindungen bekannt geworden, deren 
wesentliche Anteilnahme am Kohlenhydratstoffwechsel und den 
damit direkt verkniipften Reaktionen sehr wahrscheinlich geworden 
ist. Hier mag zuniichst an die Adenosinphosphorsiiure erinnert 
werden. Besonders nach den Untersuchungen yon Einar Lunds- 
gaard?) iiber die Vorgiinge am monojodessigsiure-vergifteten Muskel 
ist die 1927 von P. und G. P. Eggleton?) entdeckte Kreatin- 
phosphorsaure (Phosphagen) in den Vordergrund des Inter- 
esses getreten. 

Die Kreatinphosphorsiure fehlt bekanntlich in der Muskulatur 
der Evertebraten und wird dort durch die Argininphosphor- 
siure’) ersetzt. Man fragt sich, ob Phosphorsiureverbindungen 
von diesem labilen Typus etwa allgemeiner verbreitet sind und 
vielleicht ahnliche Funktionen wie die Kreatinphosphorsiiure selbst 
im Muskel ausiiben. Wegen ihrer leichten Spaltbarkeit konnte 
man sie in friiheren Arbeiten leicht iibersehen. 





1) Biochein. Z. 217, 162 (1980). 

*) Biochemic. J. 21, 190 (1927); J. of Physiol. 63, 155 (1927). 

*) Anmerkung bei der Korrektur: In einer nach AbschluB dieser 
Mitteilung erschienenen Arbeit {[Biochem. Z. 230, 10 (1931)| zeigt E. Lunds- 
gaard, daB Argininphosphorsiure im Crustaceenmuskel eine analoge Rolle 
ausiibt wie die Kreatinphosphorsiiure in dem Vertebratenmuskel. 
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In welcher Weise die Phosphagensynthese im Muskelextrakt 
mit dem Kohlenhydratabbau gekoppelt ist, dariiber fehlen noch 
Anhaltspunkte. Wie Eggleton und Eggleton zeigten, wird 
Phosphagen bei Sauerstoffmangel und Ermiidung im Muskel 
gespalten, bei Sauerstoffzufuhr und Erholung wieder zuriick- 
gebildet und zwar schneller als Milchsiiure verschwindet.'!) Dieser 
Zusammenhang des Phosphagen- und Zuckerstoffwechsels wire 
wohl mit der Annalhme vereinbar, daB die Phosphorsiure mit 
einem intermediiiren Produkt des Kohlenhydratabbaues, etwa mit 
Methylglyoxal, um das Kreatin nach dem Massenwirkungsgesetz 
konkurriert, wobei an die Bindung des Kreatins an die OCH- 
Gsruppe einer Aldose unter Bildung einer Schiffschen Base zu 
denken ist, deren Gleichgewichtslage sich ja fast augenblicklich 
einstellt. Schematisch wiirde sich dieses Gleichgewicht etwa 
folgendermaBen darstellen lassen: 


R-CHO = Kreatin = 
Kreatinphosphorsiure 


- hd > 
Basen < ” Phosphorsiiure <— 


oder R-OH 

Ob an der Kreatinbildung und -spaltung muskelspezifische 
Knzyme beteiligt sind, oder nur Phosphatase und Phosphatese 
wie sie auch in der Hefe vorkommen, liBt sich nur auf Grund 
experimenteller Priifungen entscheiden. Jedenfalls schien es uns 
nicht auBer dem Bereich der Méglichkeit zu liegen, die Phos- 
phagensynthese auch mit Hefenenzymen durchzufiihren. Durch 
unsere Versuche haben wir aber bisher keinen Anhaltspunkt fiir 
eine derartige Synthese finden kénnen. 

Dagegen liBt sich nachweisen, daf in der Hefe Phosphor- 
siiure in einer Form vorkommt, die nicht (wenigstens nicht quanti- 
tativ) durch Mg-Mischung und Ammoniak fiillbar ist, mit Embdens 
Reagens aber allmihlich eine Fiallung gibt. Die Isolierung dieser 
Substanz ist uns bis jetzt noch nicht gelungen. Infolgedessen 
lieB sich eine quantitative Bestimmungsmethode noch nicht 
ausarbeiten. Kine qualitative Auffassung iiber die Verhiltnisse 
erhielten wir jedoch unter Verwendung des folgenden Verfahrens: 

Nach EnteiweiBen mit Trichloressigsiure (Behandlungszeit 
mit Trichloressigsiiure immer 10 Minuten) wurde eine Fallung 
mit Mg-Mischung und Ammoniak ausgefiihrt. Bei solchen Proben, 


') Vgl. hierzu auch Lundsgaard, Biochem. Z, 227, 51 (1930). 
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bei welchen keine sichtbare Fallung auftrat, wurde —- um einer 
unyollstiindigen Ausfaillung vorzubeugen — etwas Orthophosphor- 
siiure zugegeben. Nach Stehen iiber Nacht im Kisschrank wurde 
die Magnesiumphosphatfillung abfiltriert. In einem Teil des 
Filtrates wurde fesgestellt, daB die Ausfiillung der Orthophosphor- 
siure vollstindig war. JDie leicht abspaltbare Phosphorsiiure 
wurde dann in aliquoten Teilen der Filtrate durch Aufspaltung 
in Embdenreagens bestimmt. Zu siimtlichen Versuchen wurde eine 
‘'rockenhefe ohne Selbstgirung benutzt. Versuchstemperatur 30°. 


Versuch 1. 

Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 50 cem): 5 g Trockenunterhefe + 
2,5 g Glucose + 177 mg hexosediphosphorsaures Na.') 

Die Giirung setzte sofort ein. Nach 0,5 Stunden war die Orthophos- 
phorsiiure praktisch aus der Reaktionsmischung verschwunden, nahm aber 
von diesem Zeitpunkt an wieder allmihlich zu, so da8 z. B. nach 2,5 Stunden 
etwa dieselbe Menge Orthophosphorsiiure vorhanden war wie zu Beginn 
der Reaktion. 


Bestimmung der leicht abspaltbaren Phosphorsiiure in 4 cem Reaktions- 
mischung. Behandlungszeit mit Embdenreagens 2 Stunden. 
Reaktionszeit (Minuten) . 1 30 60 150 240 
mg P,O, ... . ~~ 0,562 0,438 0,336 0,287 0,198 


Die Menge der leicht abspaltbaren Phosphorsiure nimmt mit 
der Zeit rasch ab. 


Versuch 2. 


Versuch I wurde in einer schwach alkalischen Lésung (héherem py, 
durch Zugabe von 2°/, NalICO,) wiederholt. Es fand bei diesem Versuch 
keine CO,-Entwicklung statt. Die Orthophosphorsiiure stieg kontinuierlich 
wihrend der Reaktionszeit. 


Bestimmung der leicht abspaltbaren Phosphorsiiure in 4 ccm Reaktions- 
mischung. Behandlungszeit mit Embdenreagens 2 Stunden. 


Reaktionszeit (Minuten). . . 2 30 60 360 
WePAA «se st te we ws ss) 6 6OCM 0,187 0,118 0,035 


Die Abspaltung der Phosphorsiiure in der Hefe verliuft, wie 
ersichtlich, erheblich rascher als im vorhergehenden Versuch. 





') In einem besonderen Versuch wurde festgestellt, dab aus der be- 
nutzten Hexose-di-Phosphorsiiuremenge durch das Embdenreagens keine 
meBbaren Mengen Phosphorsiiure wibrend der in Betracht kommenden Zeit 
abgespalten wurden. 
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Versuch 3. 


In diesem Versuch wurde Orthophosphorsiure, aber keine 
Hexose-di-Phosphorsiure zugegeben. 

Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 ccm): 1g Trockenhefe + 0,5 g 
Glucose + 2,5 cem 10°/,ige Phosphatlésung p;, = 6,5. Die Orthophosphor- 
siiure ist nach 2 Stunden vdllig aus der Reaktionsmischung verschwunden, 
nach diesem Zeitpunkt findet allméhlich Wiederaufspaltung statt. 


Bestimmung der leicht abspaltbaren Phosphorsiiure in °/,cem Reaktions- 
mischung. Behandlungszeit mit Embdenreagens 40 Minuten. 


WORBGON . 6 6 + 0 0,5 2,0 4,0 
m PO, .. . . 0,049 0,044 0,149 0,077 


Im Gegensatz zu den vorigen Versuchen findet hier unter 
Zugabe von Orthophosphorsiiure wihrend der Reaktionszeit eine 
Vermehrung der leicht abspaltbaren Phosphorsiure statt. Die 
gréBte beobachtete Menge leicht abspaltbarer Phosphorsiiure liegt 
beim ,,Phosphorylierungsmaximum“, 


Versuch 4. 


Wir teilen schlieBlich noch einen Versuch mit, in welchem 
der EinfluB von zugesetztem Kreatin untersucht wurde. 

Reaktionsmisehung: Wie im Versuch 3, nur mit Zusatz von 0,5 ¢g 
Kreatin (Merck). Auch in diesem Versuch verschwand die Orthophosphor- 
siiure praktisch vollstindig aus der Reaktionsmischung nach 2 Stunden. 


Bestimmung der leicht abspaltbaren Phosphorsiiure in °/, cem Reaktions- 
mischung. Behandlungszeit mit Embdenreagens 40 Minuten. 


oo) 0 0,5 2,0 4,0 
mg P,O, . . . . 0,056 0,086 0,113 0,077 


Durch die Kreatinzugabe wird, wie die Zusammenstellung 
zeigt, nur eine Hemmung der Synthese bewirkt. 


Ergebnis. 


Die Hefe enthalt eine Substanz, aus welcher die Phosphor- 
siiure durch Mg-Mischung und Ammoniak nicht (wenigstens nicht 
quantitativ) fillbar ist, wihrend mit Embdens Reagens allmih- 
lich eine Fiillung erhalten wird. Die Phosphorsiiure ist also be- 
sonders leicht abspaltbar. 
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Fig. 2. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift: fiir physiologische Chemie. Bd. CXCV. ‘Tafel I. 
Z7~u .Y. Kotake, 


Studien iiber den intermediiiren Stoffwechsel des ‘T'ryptophans*. (Seite 139.) 














Fig. 2. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CXCV. Tafel IL. 
Zu ,Hermann Fink, Beitriige zur Methylenblaufarbung der Hefezellen.‘ 


(Seite 215.) 


Verlag von Walter die Gruyter & Co., Berlin. 





we 


a 
tly cows, « 
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Zu ,Th. vy. Brand und F. Holtz, Uber die lokale Gewebsverkalkung 
nach subeutaner Zufuhr von bestrahltem Ergosterin.“ (Seite 241. 





Erklarung zu den Figuren. 


Fig 1. 15, dicker Sehnitt durch die Oberschenkelhaut an der Injektionsstelle der Ratte 
Nr. 533 (100 To.Gr. Vriparat N tiiglich subeutan), Fix. Alkohol. Kalkfirbung nach Kossa,. 
Grenachers Karmin, Vergr. 25. Die Schicht des unter der Hautmuskelplatte liegenden 
ist stark verbreitert; eine scharf begrenzte Zone desselben ist im 


stirksten MaBe verkalkt. 


lockeren Bindegewebes 


Fig. 2. 15m dicker Schnitt durch die Oberschenkelhaut an der Injektionsstelle der Ratte 
Nr. 244 (60 To.Gr. Priparat N tiglich subcutan). Fix Alkohol. Kalkfarbung nach Kossa, 
Boraxkarmin. Vergr. 25. Unter der Hautmuskelplatte befindet sich ein groBber Absze mit 
derber Membran. An und in derselben schollige Kalkablagerungen. Auch in dem geschrumpften 
AbszebBinhalt liegen feine Kalkkriimel. 
lig 15 dicker Schnitt durch die Oberschenkelhaut an der Injektionsstelle der Ratte 
Nr. 245 (50 Yo Gr. Priiparat N taglich subeutan). Fix. Alkohol. Kalkfairbung nach Kossa. 
Boraxkarmin. Vergr. 20. Kleiner, mehbrkammeriger AbszeB. Es sind besonders die feinen 
bindegewebigen Septen verkalkt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd.CXCV. Tafel TV. 


Zu ..Th. v. Brand und F. Holtz, Uber die lokale Gewebsverkalkung 
nach subeutaner Zufuhr you bestrahltem Ergosterin’. (Seite 241.) 








